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Résumé 
Les structures d' ADN terminales des chromosomes eucaryotes, ainsi que 
les protéines qui y sont associées, sont cruciales pour le maintient de l'intégrité du 
génome. Ces structures nucléoprotéiques se nomment télomères et ils sont 
responsables de la protection et de la réplication des extrémités des chromosomes. 
L' ADN des télomères est constituée de séquences répétées qui sont maintenues 
grâce à la télomérase. Chez toutes les espèces étudiées, le brin G-riche de l' ADN 
des télomères est plus long et forme une extension simple-brin. Cette structure 
particulière est importante pour le maintient des télomères par la télomérase et 
pour leur fonction de protection contre la dégradation. Peu de choses sont connues 
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sur les mécanismes responsables de la génération de ce simple-brin et l'étude du 
simple-brin de la levure S.cerevisiae pourrait nous donner des informations 
importantes. Nous avons donc tenté d'optimiser une technique biochimique 
permettant de mesurer le simple-brin télomérique. Finalement, cette technique 
peut nous permettre de mesurer l'extension télomérique mais elle demeure 
difficile ef impossible à utiliser de façon routinière. 
Nous avons également étudié des souches de levures particulières qui 
parviennent à survivre sans télomérase et sans la protéine Cdc 13p. Celle-ci lie le 
simple-brin télomérique et est responsable de la protection des télomères ; donc 
elle est normalement essentielle à la survie des cellules. Nous avons étudié les 
différences d'expression génique dans les souches sans Cdc13p par analyse de 
micropuce afin d'identifier les gènes importants pour ce phénomène d'adaptation à 
la perte du capuchon télomérique. Finalement, dans le contexte de l'étude, nous 
n'avons pas observé d'impact majeur de la perte de Cdc13p sur l'expression 
global. Nous n'avons pas été en mesure d'identifier des gènes importants pour 
l'adaptation à la perte du capuchon télomérique. 
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Introduction 
Au cours de l'évolution, les organismes vivants ont pu progresser en étant 
capables de répliquer et de protéger leurs codes génétiques. La capacité à maintenir 
l'information génétique est une caractéristique essentielle à l'apparition de la vie et à 
l'évolution. Au fur et à mesure que les organismes ont évolué, l'information 
génétique à maintenir n'a cessé d'augmenter et les stratégies utilisées pour maintenir 
cette information se sont complexifiées. D'abord, les procaryotes sont parvenus à 
maintenir leurs génomes en utilisant principalement I' ADN circulairé, et ensuite les 
chromosomes des cellules se sont linéarisés. La linéarisation des chromosomes a 
engendré plusieurs problèmes de réplication et de protection des chromosomes. La 
solution à tous ces problèmes a été d'utiliser une structure permettant de répliquer et 
de protéger les chromosomes linéaires : les télomères. 
La découverte et l'étude des télomères. 
L'extrémité des chromosomes eucaryotes a d'abord été définie comme une 
région particulière suite à l'observation que la délétion des fragments terminaux était 
létale chez Drosophila (Muller, 1938). Les chercheurs ont conclu que les régions 
terminales étaient essentielles. De plus, dans les· cellules de maïs, les télomères sont 
résistants aux événements de fusion qui peuvent survenir lors d'une cassure ailleurs 
sur les chromosomes. Cette expérience a permis d'affirmer que les télomères étaient 
différents du reste des chromosomes. Depuis la découverte de la double hélice 
d'ADN, de la réplication de !'ADN et des problèmes que posent la réplication des 
chromosomes linéaires (end-replication problem)(Olovnikov, 1971; Watson, 1972), 
l'intérêt concernant les télomères n'a cessé de s'intensifier. Les séquences 
télomériques ont d'abord été identifiées sur les mini-chromosomes contenant les gènes 
des ARN ribosomaux du cilié Tetrahymena thermophila, comme étant une région de 
séquences répétées, riche en thymine et guanine(Blackburn et Gall, 1978). Ensuite, les 
télomères de plusieurs organismes modèles ont été étudiés, notamment les levures 
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Schizosaccharomyces pombe et 
Candida albicans, de la mouche à fruits Drosophila melanogaster et finalement des 
mammifères, en utilisant des cellules en cultures ou des souris. Les télomères de tous 
ces organismes possèdent les mêmes fonctions principales. Ils permettent la 
réplication complète des chromosomes linéaires et les protègent des événements de 
fusion et de dégradation. Les télomères sont des structures nucléoprotéiques 
essentielles pour prévenir l'instabilité génomique qui peut causer, chez les organismes 
multicellulaires, le développement de cancer. 
Les télomères 
Les télomères sont des structures conservées, ils sont constitués d'une 
séquence d' ADN particulière aux extrémités des chromosomes linéaires. À partir de 
ces séquences, il y a un assemblage de protéines qui forme une structure qui permet la 
protection et la réplication des chromosomes. Les séquences télomériques sont riches 
en guanine et thymine pour toutes les espèces ou ces séquences ont été étudiées, mais 
les répétitions divergent d'une espèce à l'autre (Henderson, 1995) (Tableau 1). Ainsi, 
chez les humains et la plupart des vertébrés, la séquence répétée est TT AGGG et il 
existe différentes variations de cette séquence chez les organismes inférieurs. Chez les 
levures S. cerevisiae et S. pombe les répétitions télomériques sont dégénérées c'est-à-
dire qu'il y a de la variation dans la séquence à l'intérieur des répétitions. La longueur 
des télomères est très variable selon les espèces, allant de quelques nucléotides jusqu'à 
des dizaines, voir une centaine, de kb (Tableau 1 ). 
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Séquence Longueur des Longueur du Organisme répétée répétitions simple-brin 5'---> 3' télomérique 
Protozoaire 
Tetrahymena T,G4 250-300 pb 14-1 5 b 
Oxytricha T,G4 20 pb (macronucleus) 16 b 
Euplote T2G4 3-20 kb N-D (micronucleus) 
Trypanosoma T2AG3 28pb 14 b 10-20kb -75-225 b 
Fungi 
Saccharomyces (TG,)1-0TG2_3 - 300 pb 12-14 b cerevisiae 
Schi=osaccharomyces 
T1-2ACA0-1Co-1G1-• - 300 pb N-D pombe 
Plantes 
Arabidopsis T,AG.1 2-4,5 kb 20-30 b 
Vertébrés 
Homo sapiens T2AG3 2-20 kb -75-225 b 
Plusieurs autres T2AG3 2-100 kb -75-225 b 
Tableau 1 : Organisation de I' ADN télomérique chez différentes espèces 
Inspiré de (LeBel et Wellinger, 2005) 
L' ADN télomérique de la levure 
Les télomères de S. cerevisiae sont constitués d'environ 300pb de répétitions 
TG1_3 dont le brin G-riche est plus long que le brin C-riche ce qui produit une 
extension simple-brin. Cette extension a d 'abord été identifiée en fin de phase S 
puisque durant cette période, elle mesure plus de 25nt (Wellinger et al., 1993b) et 
ensuite elle a été observée durant tout le cycle cellulaire mesurant 12-14nt (Larrivee et 
al., 2004). Il a également été démontré que cette structure simple-brin est présente et 
est essentiel aux télomères de différentes espèces (Henderson et Blackburn, 1989). 
Une des particularités de l'extension G-riche télomérique est qu'elle est présente aux 
deux extrémités du même chromosome (Dionne et Wellinger, 1996), contrairement à 
ce qui est prédit par la réplication directionnelle des chromosomes et la dégradation de 
la dernière amorce d'ARN en 5' qui devrait générer une extrémité 3' saillante et une 
3 
extrémité franche. Or l'extension 3' télomérique est présente aux deux extrémités des 
chromosomes et semble être le résultat d'une dégradation du brin C-riche (Lingner et 
al., 1995; Wellinger et al., 1996). Les mécanismes de régulation, de même que les 
nucléases responsables de cette dégradation sont grandement inconnus (Wellinger et 
al., 1996). Contrairement au simple-brin d'autres organismes, il semble que chez la 
levure, la longueur est hétérogène et que les nucléotides terminaux sont dégénérés 
(Forstemann et al., 2000; Henderson et Blackburn, 1989; Jacob et al., 2001 ). 
L'extrémité simple-brin télomérique est également présente chez les cellules humaines 
et il est plus long que celui de la levure (75-225pb). Il a également été démontré que 
l'extension G-riche télomérique était d~une longueur différente aux deux extrémités 
des chromosomes et donc qu'il y a deux mécanismes différents pour la création du 
simple-brin selon que l'extrémité est répliquée par la machinerie du brin avancé ou 
retardé (Chai et al., 2006a). 
Les télomères contiennent également une région sous-télomérique (Figure 1) 
qui englobe, chez la levure, des éléments X et Y (Chan et Tye, l 983a; Chan et Tye, 
1983b; Louis et Haber, 1992; Walmsley et al., 1984). Peu d'information est 
disponible sur les séquences répétées X et il est toujours inconnu si elles possèdent des 
fonctions particulières. Les éléments Y' sont des séquences répétées polymorphiques 
qui sont généralement présentes en 2 versions, Y'-S et Y'-L selon leur longueur. Les 
séquences Y' encodent également pour une hélicase, Y' -help 1, qui serait induite dans 
certaines conditions de croissances en absence de télomérase. Les éléments Y sont 
présents sur 2/3 des télomères de 1 à 4 fois et ces éléments sont entrecoupés de 
répétitions télomériques. Le site d'enzyme de restriction Xhol présent dans les 
éléments Y' permet de créer, en digérant avec cette enzyme, des fragments de 
restriction terminaux («terminal restriction fragments», TRF) qui sont utilisés pour 
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évaluer la taille des répétitions télomériques chez la levure. Dans une souche de type 
sauvage (WT) dont !'ADN est digéré avec Xhol un TRF d'approximativement l,2kb 
sera libéré, représentant 900pb de la séquence Y' et environ 300pb de répétitions 
télomériques. Pour des souches mutantes qui ont des défectuosités dans le maintien de 
leurs télomères, la taille de ces TRF peut diminuer à l kb lorsque la taille des 
répétitions diminue et pour d'autres mutants, dont les télomères rallongent, ces TRF 
augmentent par rapport à ceux dérivés des cellules WT. 
Vers le centromère 
5' 
3' 
Région sous-télomérique Répétitions télomériques _....,. _______ G 
---+-----c 
Ëléments répétés entrecoupés 
de séquences télomériques 
db Extension simple brin 
Figure 1 : Télomères de la levure 
Environ 2/3 des télomères contiennent de l à 4 éléments Y', entrecoupés de 50-100 pb de répétition 
télomériques. La région sous-télomérique contient également des éléments X. Les répétitions 
télomériques sont d'environ 300pb pour des levures WT et raccourcis à environ 50pb lorsque les 
télomères sont courts. L' extension simple brin G-riche est présente aux deux extrémités des 
chromosomes. 
La structure nucléoprotéique des télomères 
Aux télomères s'associe une multitude de protéines essentielles à 
l'accomplissement des fonctions télomériques. Plusieurs protéines ont d'abord été 
caractérisées chez la levure S. cerevisiae et des homologues ou des orthologues de ces 
protéines ont ensuite été trouvés chez d'autres organismes comme les mammifères. 
Dans bien des cas, il existe des protéines aux fonctions similaires chez la levure et 
chez l'humain, ce qui rend intéressantes les études sur la levure même s'il y a aussi 
certaines différences importantes (Figure 2). 
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D'abord, I' ADN double-brin télomérique de la levure est empaqueté dans un 
complexe ADN-protéine particulier qui diffère du restant de I' ADN, (Wright et al., 
1992). Les répétitions sont liées par une multitude de protéines Rap 1 p qui 
interagissent, soit avec les protéines Sir ou avec le complexe Rif, ces complexes qui 
sont reconnus pour contrôler négativement l'élongation des télomères (Marcand et al., 
1996; Marcand et al., 1997b; Wotton et Shore, 1997). La fonction de protection des 
télomères est principalement attribuée à la protéine Cdcl3p (Lin et Zakian, 1996; 
Nugent et al., 1996) qui lie le simple-brin télomérique via son domaine « OB-fold » 
(Mitton-Fry et al., 2002). Cdc13p possède également des interactions avec d'autres 
protéines essentielles, Stn 1 p et Ten 1 p, formant le capuchon télomérique (Gao et al., 
2007; Grandin et al., 2001) (Figure 2). 
Dans les cellules humaines, la protection des télomères est assurée 
principalement par la protéine POTl qui, comme Cdcl3p, couvre le simple-brin 
télomérique qui est sensiblement plus long que celui de la levure et est présent durant 
tout le cycle cellulaire (Makarov et al., 1997; McElligott et Wellinger, 1997; Wright et 
al., 1997). POTl interagit également avec la protéine TPPl (Hockemeyer et al., 2007; 
O'Connor et al., 2006). Ces protéines forment le complexe appelé « Shelterin » qui 
englobe également les protéines TRFl, TRF2, RAPl et TIN2 (de Lange, 2005; Ye et 
al., 2004a; Ye et al., 2004b). Le complexe « Shelterin » permet de cacher les 
télomères des mécanismes de réparation des cassures double-brin et prévient 
l'activation des points de contrôles, il empêche également les fusions entre télomères 
et inhibe la recombinaison homologue (van Steensel et al., 1998; Wang et al., 2004). 
Lorsque les séquences télomériques ne sont pas liées par ce complexe, elles sont 
empaquetées comme le reste de la chromatine, avec des nucléosomes et la protéine 
HP 1, formant une structure d' hétérochromatine (Makarov et al., 1993; Tommerup et 
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al., 1994) (Figure 2). Les télomères de mammifères et d'autres organismes (Cesare 
et al., 2007; Munoz-Jordan et al., 2001), adoptent une structure secondaire particulière 
qui apparaît comme étant très importante pour réguler l'homéostasie de la longueur 
des télomères. Cette structure, découverte par microscopie électronique, a été appelée 
« t-loop » (Griffith et al., 1999), elle serait créée suite à l'envahissement du simple-
brin télomérique à l' intérieur des répétitions internes pour créer un duplex (« D-
loop ») ce qui forme une grande boucle à 1' extrémité des chromosomes. La formation 
de ces boucles serait facilitée par des protéines qui lient l' ADN télomérique comme 
TRF2 (Stansel et al., 2001) et les autres constituants du complexe « Shelterin ». Cette 
structure permettrait de protéger l'extrémité télomérique en plus de permettre de 






Adapté de Oilson et Oeli, 2007 « Shelterin » 
Figure 2 : Organisation nucléoprotéique des télomères. 
Les lignes épaisses bleu ou rouge représentent le duplex d' ADN, en rouge ce sont les séquences 
télomériques. Les lignes rouges plus minces représentent le simple-brin télomérique. La longueur des 
duplex d' ADN ainsi que la taille des protéines schématisée n'est pas à l'échelle. Les gros cylindres 
bleus représentent les nucléosomes. Voir le texte pour une description détaillée. 
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La protection des télomères 
Comme il a été mentionné dans la section sur la structure nucléoprotéique des 
télomères, la protection des télomères de S. cerevisiae est principalement assurée par 
la protéine Cdc13 en complexe avec Stnlp et Tenlp. Une multitude d'études ont 
utilisé la protéine Cdc 13 et des allèles mutants pour comprendre la protection des 
télomères et comment ce capuchon télomérique parvient à cacher les extrémités des 
points de contrôles et des protéines impliquées dans le NHEJ ou la recombinaison 
homologue (HR) et ainsi éviter de créer de l'instabilité génomique. D'abord, le gène 
CDCJ 3 a été identifié comme étant impliqué dans la progression du cycle cellulaire 
(Çell Division Çycle). Effectivement, les cellules cdcl3-J arrêtent en phase G2/M 
(Garvik et al., 1995) et sont incapables d'effectuer le cycle cellulaire. Plus tard, la 
protéine a été caractérisée comme liant le simple-brin télomérique (Lin et Zakian, 
1996; Nugent et al., 1996). En fait, une molécule de Cdc13p peut lier in vitro une 
séquence minimale de 11 nts, constituée de G et de T via son domaine de liaison à 
!'ADN (« DNA binding domain » dbd) (Hughes et al., 2000b). En utilisant l'allèle 
cdcl 3-11s dont les fonctions de protection sont abolies à température restrictive 
(~30°C), le rôle de cette protéine dans la protection des télomères a été confirmé. En 
utilisant cet allèle, plusieurs facteurs ont été identifiés comme étant impliqués dans la 
dégradation des télomères déprotégés ou dans la signalisation menant à l'activation 
des points de contrôle en cas de déprotection des télomères (Foster et al., 2006; 
Grandin et Charbonneau, 2007 ; Jia et al., 2004; Maringele et Lydall, 2002; Zubko et 
al., 2004). Les protéines Stnlp et Tenlp participent également à la protection des 
télomères (Figure 2)(Grandin et al., 2001). Notamment, il a été démontré qu'en 
surexprimant la protéine Ten 1 p et une portion de Stn 1 p ne liant pas Cdc 13p mais qui 
lie Ten 1 p, il est possible à la cellule de se passer de la protéine essentiel Cdc 13p 
8 
(Petreaca et al., 2006). Donc, dans certaines conditions, ces protéines peuvent assurer 
la protection des télomères en absence de Cdc 13p. Il a ensuite été observé que Ten 1 et 
Stn 1 possèdent également une activité de liaison à l' ADN qui est spécifique pour les 
séquences télomériques, les auteurs de cette étude ont alors suggéré que les protéines 
Cdc13p-Tenl-Stnlp forment un complexe qui pourrait s'apparenter au complexe RPA 
mais dont les fonctions seraient spécifiques aux télomères (Gao et al., 2007). 
Toutefois, il a également été montré que la fonction de protection des télomères de 
Stn 1 p est indépendante de son interaction avec la protéine Cdc 13p (Petreaca et al., 
2007). Pour ce faire, la protéine Stn 1 p a été fragmentée en plusieurs portions qui 
possèdent ou non la capacité de lier Cdc 13p ou Ten 1 p et ces fragments ont été 
exprimés à différents niveaux. L'analyse de ces différents allèles de STNI a permis 
de conclure que la fonction essentielle de Stn 1 p est contenue dans sa portion n-
terminale et que cette portion interagit avec Ten 1 p, mais pas avec Cdc 13p. 
Finalement, il existe peut-être une redondance dans les interactions entre les protéines 
formant le capuchon télomérique. 
Les protéines Yku70p et Yku80p, formant le complexe Ku, sont également 
impliquées dans la protection des télomères, elles protègent les télomères des activités 
nucléolytiques et des événements de recombinaison. Il a été observé que les mutants 
kuiJ, en plus d'avoir des télomères très courts et un simple-brin télomérique beaucoup 
plus long que les cellules WT, ils sont plus susceptible aux événements de délétion 
rapide des télomères (« telomere rapid deletion » TRD) et à la recombinaison (Grave! 
et al., 1998; Polotnianka et al., 1998). De plus, les mutants kuiJ ont un phénotype de 
létalité synthétique avec les mutants de CDCJ 3 (cdcl 3-ts et cdcl 3-2es14) ce qui peut 
s'expliquer soit parce que Ku est essentiel aux fonctions résiduelles des allèles de 
CDCJ 3 ou parce que l'absence de deux complexes aux fonctions partiellement 
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redondantes engendre des dommages à !'ADN (Bucholc et al., 2001; Kyrion et al., 
1992; Polotnianka et al., 1998). 
Il existe plusieurs points communs entre les événements suivant la déprotection 
des télomères et l'apparition d'une cassure double-brin dans un chromosome (d'Adda 
di Fagagna et al., 2004). D'abord plusieurs protéines impliquées dans la réparation des 
cassures double-brin sont présentes aux télomères (exemple: le complexe MRX 
(Mrel lp-Rad50p-Xrs2p), Tellp et le complexe Ku). De plus, les télomères sans 
protection sont détectés par la cellule comme un dommage à l' ADN qui doit être 
réparé avant de poursuivre le cycle cellulaire (Garvik et al., 1995; Polotnianka et al., 
1998). La « réparation » des télomères déprotégés par les machineries de NHEJ ou de 
recombinaison homologue cause des anormalités chromosomiques comme la fusion 
des extrémités de deux chromosomes, des bris de chromosomes suivis de fusion ou 
même la perte complète de chromosome. Ces anormalités sont très néfastes pour la 
cellule et peuvent causer des aneuploïdies (lorsqu'il y a un nombre anormal de 
chromosomes dans une cellule ou un organisme entier) ou des aberrations 
chromosomiques qui sont la marque des cellules cancéreuses chez les organismes 
multicellulaires. En utilisant principalement l'allèle cdc13-ts, certaines protéines ont 
été identifiées comme possédant une capacité à protéger les télomères déprotégés des 
souches possédant cet allèle. Les protéines Stnl, Tenl et Ku ont déjà été mentionnées 
comme importante pour la protection des télomères, mais à celles-ci il faut rajouter 
Mrclp (Grandin et Charbonneau, 2007; Tsolou et Lydall, 2007). D'autres protéines, 
au contraire, sont partiellement responsables de la dégradation lors de la déprotection 
des télomères. Notamment, les protéines Exolp, Rad24p participent à la dégradation 
aux télomères déprotégés (Zubko et al., 2004) et d'autres protéines limitent la 
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dégradation en contrôlant les points de contrôles comme Meclp et Rad53p (Jia et al., 
2004). 
La télomérase 
Les télomères permettent de résoudre le problème de réplication associée aux 
chromosomes linéaires. Étant donné que la réplication normale utilise des amorces 
d'ARN (8 à 12 nucléotides) et que ces amorces sont dégradées, l'extrémité 5' du brin 
nouvellement synthétisé manque la séquence correspondant à l'amorce d'ARN et cette 
séquence ne peut être récupérée. Cette érosion des télomères implique une durée de 
vie réplicative limitée ce qui veut dire qu'une cellule ne peut se diviser un nombre 
limité de fois, avant que ses télomères n'atteignent une longueur critique et ne soient 
plus capables d'empêcher l'instabilité génomique (Lundblad et Szostak, 1989). Or, 
tous les organismes unicellulaires eucaryotes ont une durée de vie réplicative illimitée 
et la majorité d'entre eux utilisent l'enzyme télomérase pour allonger leurs télomères. 
L'activité de la télomérase a d'abord été identifiée dans des extraits de Tetrahymena 
thermophila, en effet, des répétitions ITGGGG sont ajoutées sur un télomère 
synthétique en présence de ces extraits (Greider et Blackburn, 1985). Par la suite, cette 
activité a été identifiée chez d'autres organismes unicellulaires comme la levure S. 
cerevisiae (Lingner et al., l 997b). Il a ensuite été découvert qu'il existe également 
une télomérase chez l'humain (Morin, 1989). La télomérase utilise une matrice 
d'ARN pour allonger l'extrémité simple-brin 3' des répétitions G-riche (Figure 3) et la 
polymérisation du brin retardé peut se faire via la machinerie de réplication 
conventionnelle (Bailey et al., 2001; Parenteau et Wellinger, 1999). Étant donné la 
présence d'extension simple-brin aux deux extrémités des chromosomes qui sont due 
à des événements de dégradation peu connus, la télomérase peut agir sur les deux 
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extrémités 3' qu'il s'agisse de celle créée par la synthèse du brin retardé ou de la 
dégradation du brin C-riche (Makarov et al., 1997). 
Les composantes de la télomérase ont été identifiées chez plus de 160 espèces 
eucaryotes (Podlevsky et al., 2007). Dans la plupart des cas, cette enzyme est active 
dans les cellules germinales, mais pas dans les cellules somatiques (Meyerson et al., 
1997; Nakamura et al., 1997). Ces observations expliquent pourquoi il est difficile de 
cultiver des cellules humaines à partir de tissu (culture primaire), sans que celles-ci 
n'entrent en sénescence après un certain nombre de divisions. Pour cultiver ces 
cellules de façon continue, il est nécessaire qu'elles entrent dans un processus 
d'immortalisation qui passe souvent par une réactivation de la télomérase (Hayflick, 
1965; Hayflick, 1984; Johnson et al., 1998). Ce phénomène d'immortalisation est 
également essentiel aux cellules cancéreuses pour qu'elles puissent se diviser un 
nombre infini de fois, contrairement aux cellules normales (Kim et al., 1994). La 
nécessité pour les cellules cancéreuses de maintenir leurs télomères rend l'étude de la 
télomérase intéressante puisque des médicaments contre le cancer pourraient être 
développés en ciblant la télomérase. 
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Figure 3 : Action de la télomérase 
Adapté de Vega et al. 2003 
a) Le simple-brin 3' G-riche est le substrat de la télomérase. L' activité catalytique est assurée par la 
protéine Est2p chez la levure correspondant à hTERT chez les humains. b) L'enzyme utilise la 
séquence matrice présente dans I' ARN (TLC l pour la levure et hTR pour les cellules humaines) pour 
ajouter des nucléotides à l' extension simple-brin (en bleu). c) Suite à l' extension du brin G-riche par la 
télomérase, le brin C-riche est répliqué par la machinerie de réplication d' ADN conventionnelle (en 
gris). d) La dégradation du fragment d'Okazaki 5' (en rouge) laisse une extrémité 3' saillante du brin 
G-riche sans perte d' ADN initiale. Une seule ronde d'élongation par la télomérase est décrite, mais 
plusieurs rondes successives peuvent avoir lieu. 
La télomérase de la levure. 
Chez la levure, les composants de la télomérase sont exprimés de façon constitutive et 
permettent aux cellules de maintenir 1' ADN de leurs télomères et ainsi de se diviser 
par bourgeonnement virtuellement à l'infini. Par contre, il a été démontré que dans 
certains mutants on pouvait détecter le phénotype EST (« Ever Shorter Telomere ») 
qui implique un raccourcissement progressif des télomères au fil des générations, 
menant à un arrêt de croissance après 50-100 générations (Lendvay et al., 1996; 
Lundblad et Szostak, 1989). En effectuant des études génétiques, 5 gènes ont été 
identifiés comme étant essentiels à l' activité de la télomérase in vivo soit ESTJ, ES12, 
EST3, CDCJ3 et TLCJ. À partir de ces informations et des études subséquentes, le 
rôle de la majorité de ces gènes a été déterminé. Le gène TLCJ code pour un ARN qui 
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est la matrice à partir de laquelle les télomères sont allongés (Singer et Gottschling, 
1994). La protéine Est2p est la sous-unité catalytique de la télomérase (Counter et al., 
1997). Ces deux composants sont les seuls qui sont essentiels à l'activité in vitro de la 
télomérase (Counter et al., 1997; Lingner et al., 1997a). Il a été proposé que l 'ARN de 
la télomérase, en plus d'être la matrice de cette enzyme, agit comme un échafaud qui 
grâce à sa structure secondaire particulière (Dandjinou et al., 2004), permet le 
recrutement de la télomérase aux télomères ainsi que plusieurs protéines nécessaires à 
l'activité de transcriptase inverse (Zappulla et Cech, 2004). Ainsi plusieurs protéines 
télomériques lient l 'ARN Tic 1 comme Est 1 p, Est2p, le complexe Ku et les protéines 
Sm (Dandjinou et al., 2004; Zappulla et Cech, 2004). Quant à lui, le gène ESTJ est un 
régulateur de l'activité de la télomérase notamment via l'interaction de cette protéine 
en phase S du cycle cellulaire avec TLC 1 et avec la protéine Cdc l 3p (Evans et 
Lundblad, 1999; Osterhage et al., 2006; Taggart et al., 2002). Le rôle exact de la 
protéine Est3p dans l'activité de la télomérase reste à être défini, mais elle est 
essentielle à l'activité in vivo et agit probablement comme régulateur de l'activité de la 
télomérase (Hughes et al., 2000a; Yang et al., 2006). 
La télomérase allonge les télomères en fin de phase S, après le passage de la 
fourche de réplication, et différents mécanismes contribuent au recrutement de 
l'enzyme à son substrat. Elle peut notamment être recrutée via l'interaction de 
Cdcl3p avec le simple-brin combiné à l'interaction de Estlp avec Cdcl3p. Il a été 
démontré qu'en fusionnant ces deux protéines, les télomères sont allongés plus 
facilement (Evans et Lundblad, 1999). Ainsi, la protéine Cdc 13 possède deux 
fonctions distinctes, soit de protection des télomères, fonction qui est dysfonctionnelle 
dans l'allèle thermosensible cdcl 3-1, et le recrutement de la télomérase, fonction qui 
est non fonctionnelle dans l'allèle cdcl 3-2 (Nugent et al., 1996). Une seconde voie 
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importante pour le recrutement de la télomérase est la voie médiée par l'interaction 
entre le complexe Ku et l' ARN de la télomérase TLC 1 (Stellwagen et al., 2003). Le 
complexe Ku est composé des protéines Yku70p et Yku80p, il est impliqué dans la 
jonction de fragment non-homologue (non-homologous end-joining, NHEJ) (Boulton 
et Jackson, 1996) et il est connu depuis longtemps comme un complexe impliqué dans 
la maintenance des télomères. Les cellules ayant les allèles yku70L1 ou yku80L1 ont des 
télomères courts et un simple-brin télomérique beaucoup plus long que les souches 
WT (Grave! et al., 1998). Donc, le complexe Ku est impliqué dans le recrutement de 
la télomérase (Fisher et al., 2004) et il a d'autres fonctions reliées à la protection des 
télomères. Chez les mammifères, le complexe Ku est un complexe conservé qui 





Tiré de Brunori et al. 2005 
Figure 4: Organisation télomérique dans le cycle cellulaire. 
Les flèches bleues représentent les répétitions télomériques et les protéines ou complexes sont 
représentés par différentes formes de différentes couleurs. Les flèches noires indiquent la période de 
recrutement ou de dissociation avec les télomères. Voir la description détaillée dans le texte. 
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Plusieurs autres protéines sont impliquées dans la régulation de la télomérase 
(Figure 4)(Brunori et al., 2005). Elles sont successivement présentes aux télomères 
pour moduler l'activité de la télomérase ou la réplication des télomères selon les 
phases du cycle cellulaire. Durant la phase G 1 du cycle cellulaire, la chromatine 
télomérique est composée minimalement des protéines Rap 1, Rifl et Rif2 (Marcand et 
al., l 997a; Wotton et Shore, 1997). La protéine Est2 est également présente aux 
télomères en phase G 1 via sa liaison avec TLC 1 qui est recrutée soit par son 
interaction avec le complexe Ku ou via la liaison de la matrice d' ARN avec le simple-
brin télomérique (Stellwagen et al., 2003). La protéine Tel 1 p est également présente 
aux télomères en phase G 1 et sa présence dépend du complexe Ku (Takata et al., 
2004). La façon dont Tellp influence la télomérase n'est pas exactement définie, mais 
elle agit comme régulateur positif de la télomérase (Ritchie et al., 1999). Cette 
influence passe probablement par Xrs2p du complexe MRX qui est phosphorylé par 
Tel 1 p (Ritchie et Petes, 2000; Shima et al., 2005; Takata et al., 2004). Le complexe 
MRX est composé des protéines Mre 11 p, Rad50p et Xrs2p, et il est impliqué dans la 
réparation des cassures double-brin ainsi que dans la régulation de la télomérase et 
dans la génération du simple-brin télomérique (Chai et al., 2006b; Larrivee et al., 
2004; Ritchie et Petes, 2000). 
En fin de phase S, probablement après le passage de la fourche de réplication, 
la structure de la chromatine télomérique est modifiée et ces changements dynamiques 
enclenchent le processus d'activation de la télomérase. C'est durant cette période que 
le simple-brin télomérique est généré et est plus long que pendant le reste du cycle 
cellulaire (Dionne et Wellinger, 1998; Wellinger et al., l 993b). L'augmentation du 
simple-brin ou le passage de la fourche de réplication recrute le trimère RPA aux 
télomères par sa liaison à I' ADN (Schramke et al., 2004). Ce complexe permet la 
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liaison de la protéine Est 1 aux télomères par son interaction avec l' ARN de la 
télomérase (Schramke et al., 2004). Le recrutement de Estlp permet alors l' activité de 
la télomérase. La liaison entre la polymérase a avec Cdc 13p permet la coordination 
entre l'ajout de répétitions télomériques par la télomérase et la synthèse du brin C-
riche (Qi et Zakian, 2000). Une fois que les télomères sont répliqués, il y a 
réassociation des protéines Rifl et Rapl qui inhibent l'activité de la télomérase et 
évitent la surélongation des télomères. Durant la phase G2/M, les protéines Mecl , 
Estl , RPA, Est3 et le surplus de protéines Cdc13/Stnlffenl se dissocient des 
télomères (Figure 4). Les éléments cruciaux de la régulation de la télomérase et du 
maintien des télomères sont de mieux en mieux caractérisés, toutefois il y a une 
multitude de gènes (>150 chez S.cerevisiae) qui ont un effet direct ou indirect sur le 
maintien des télomères et les détails de ces effets sont toujours inconnus (Askree et al., 
2004; Gatbonton et al., 2006). 
A Télomérase de S.cerevlslae 
B Télomérase humaine 
Adapté de Smogorzewska et al. 2004 
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Figure 5: L'holoenzyme de la télomérase dans la levure et chez l'humain. 
A. Les composants de la télomérase de la levure, associés au simple-brin télomérique. L' ARN TLCI 
est représenté par une ligne verte et les régions matrice(« template »),la boucle de liaison au complexe 
Ku ( « Ku loop ») de même que le site de liaison des protéines Sm ( « Sm ») sont identifiées. B. La 
télomérase humaine associée à l'extension télomériquc simple-brin. L' ARN hTERC est représenté par 
une ligne verte et la région matrice est identifiée ( « template » ). 
Chez les mammifères, il existe des composantes homologues à celles de la 
télomérase de levure, par exemple: hTERT correspond à la protéine Est2p et les 
télomérases de mammifères contiennent eux aussi une molécule d' ARN (TER) (Chen 
et al., 2000). L'équivalent de la protéine Estl p est également présent chez les cellules 
humaines sous la forme des protéines hESTIA et hESTI B. Les protéines Sm sont 
impliquées dans la biogenèse des snRNAs et ont donc vraisemblablement des 
fonctions dans la maturation des ARNs de la télomérase (Seto et al., 1999). La 
« dyskerine » est également une protéine qui lie les ARNs et serait impliquée dans la 
maturation et la stabilité de hTER(Mitchell et al., 1999). Il y a également d'autres 
protéines qui ont certaines similarités fonctionnelles avec celles de la levure, mais 
certaines sont particulières aux mammifères et inversement, aucun homologue de la 
protéine Est3p n'a été identifié chez les mammifères (Figure 5). 
La régulation de la taille des télomères 
Dans une cellule normale de levure qui exprime la télomérase, la taille des 
télomères dépend principalement d'un équilibre entre l'action de la télomérase et la 
dégradation nucléolytique. Il a été démontré par une technique de PCR permettant 
d'amplifier spécifiquement un télomère et ainsi mesurer son élongation, que la 
télomérase n'agit pas sur tous les télomères en même temps pendant la phase S, mais 
qu'elle préfère allonger les télomères courts (Teixeira et al., 2004). La quantité de 
nucléotides ajoutés par la télomérase pendant un cycle cellulaire est variable et ne 
dépend pas de la longueur initiale du télomère. Étant donné que la télomérase agit 
19 
préférentiellement sur les télomères courts, il y a un moyen pour la cellule d'évaluer la 
longueur d'un télomère. Ce mécanisme passe par la protéine Rapl chez la levure et 
par TRFI et TRF2 chez les mammifères (Ancelin et al., 1998; Marcand et al., l 997a). 
Ces protéines lient les répétitions télomériques et ainsi, plus les télomères sont longs 
plus il y a de molécules liées et une grande quantité de ces protéines aux télomères 
inhibe la télomérase. 
Une multitude de protéines affectent la longueur des télomères et doivent donc 
affecter de manière directe ou indirecte l'équilibre entre l'action de la télomérase et la 
dégradation des télomères. Il y a également plusieurs façons d'affecter la télomérase, 
notamment en influençant son recrutement, son activité, sa processivité ou sa 
localisation. De la même façon, il y a plusieurs façons de modifier la dégradation des 
télomères et ainsi modifier l'équilibre et obtenir des télomères de différentes 
longueurs. Comme il a été illustré à la Figure 4, plusieurs protéines sont toujours 
présentes aux télomères, peu importe la phase du cycle cellulaire, mais d'autres sont 
liées de façon transitoire et permettent de réguler l'action de la télomérase. Parmi les 
protéines transitoires, on compte les protéines Estlp, Est3p, Tellp, Mecl, le complexe 
MRX (Mrel lp, Rad50p et Xrs2p) et RPA. Les rôles de certaines de ces protéines 
dans la régulation de l'homéostasie que représente la longueur des télomères sont 
toujours inconnus ou mal compris. Le rôle de la protéine essentiel Est3p est toujours 
vague tandis qu'il est clair que Estl permet d'activer la télomérase en phase S (Evans 
et Lundblad, 2002). Le complexe MRX participe également au recrutement de la 
télomérase, en partenariat avec les kinases Tel 1 p et Mec 1 p. La délétion de ces deux 
PIKK (« phosphoinositide 3-kinase related kinases») entraîne un phénotype EST, 
elles sont essentielles au recrutement, mais elles sont partiellement redondantes (Naito 
et al., 1998; Ritchie et al., 1999). Le complexe MRX lie les télomères en fin de phase 
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Set est nécessaire au recrutement efficace des protéines Meclp, Estlp et Cdc13p aux 
télomères (Takata et al., 2005). Par contre, les mutants du complexe MRX n'ont pas 
de phénotype EST et ont des télomères courts, ce qui suggère que le recrutement par 
Estl-Cdcl3 est suffisant pour une activité minimale de la télomérase in vivo 
(Tsukamoto et al., 2001). Ces informations expliquent pourquoi les souches mutantes 
tell iJ. et mre Il iJ. ont des télomères courts. Comme il a été mentionné dans la section 
« La télomérase de la levure », le complexe Ku est également important dans le NHEJ 
et est impliqué dans la régulation de la taille des télomères en participant au 
recrutement de la télomérase (Evans et al., 1998; Grave! et al., 1998). 
La génération du simple-brin télomérique 
L'étude des mécanismes impliqués dans la création, le maintien et la régulation 
de la structure télomérique qu'est le simple-brin est très importante; il a été démontré 
que cette structure est altérée pendant la sénescence dans des cellules de mammifères 
(Stewart et al., 2003). Toutefois, l'altération de l'extension G-riche n'est pas 
responsable de l'induction de la sénescence dans les cellules humaines (Chai et al., 
2005) et le raccourcissement des télomères n'est pas dépendant de la longueur de 
l'extension 3' télomérique (Keys et al., 2004). Pour ce qui est de la régulation de 
l'extension G-riche, il est connu depuis un certain temps qu'un plasmide linéaire de S. 
cerevisiae acquière une longue extension G-riche en fin de phase S après le passage de 
la fourche réplication, et que cette extension est présente même en absence de la 
télomérase (Dionne et Wellinger, 1996; Wellinger et al., 1996; Wellinger et al., l 993a; 
Wellinger et al., l 993b). Ces résultats suggèrent qu'au moins à une extrémité des 
chromosomes, une activité nucléase est nécessaire pour créer une extension 3' simple-
brin télomérique. La recherche des facteurs nécessaires à cette activité a occupé 
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beaucoup de place dans plusieurs projets de recherche. À ce jour, soit la protéine 
responsable est toujours non identifiées, soit cette activité est accomplie par plusieurs 
protéines aux activités partiellement redondantes ou que plusieurs protéines sont 
nécessaires à cette activité. De plus, une extension simple-brin plus courte est 
présente constamment en dehors de la phase S et l'absence d'un complexe MRX 
(Larrivee et al., 2004). Cette découverte a été possible en utilisant deux techniques : 
une technique d'hybridation utilisant différents niveaux de stringence et une technique 
d'extension d'amorce modifiée, développée par Catherine Lebel et qui fera l'objet 
d'une partie de ce mémoire. L'homologue du complexe MRX chez les mammifères, 
MRN (Mre 11 p, Rad50p, Nbs 1 p ), est également impliqué dans la création de 
l'extension simple-brin télomérique (Chai et al., 2006b). Toutefois, la déplétion du 
complexe MRN dans des cellules sans télomérase n'affecte pas le simple-brin, ce qui 
suggère que l'effet du complexe MRN est dépendant de la télomérase. Bien que la 
protéine Mre 11 p possède une activité nucléase, il est peu probable que cette activité 
est un rôle dans la génération du simple brin puisqu'elle n'est pas impliquée dans la 
maintenance des télomères (Moreau et al., 1999; Trujillo et al., 1998). L'Exonucléase 
1, encodée par le gène EXOI, est impliquée dans une certaine mesure dans la 
dégradation du brin C-riche mais principalement dans le cas d'une structure 
télomérique altérée comme dans les mutants ku70Ll ou cdcl 3-1 et cette enzyme est 
responsable du simple-brin qui enclenche les points de contrôle de dommage à 1 'ADN 
(Maringele et Lydall, 2002; Zubko et al., 2004). Récemment, une autre exonucléase a 
été identifiée comme faisant partie du complexe télomérique humain, il s'agit 
d' Apollo (Lenain et al., 2006; van Overbeek et de Lange, 2006). Elle lie la protéine 
TRF2 et le complexe « Shelterin » et participe à la protection des télomères humains 
en prévenant l'activation des signaux de dommage à l' ADN avec la collaboration avec 
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TRF2. Dans ces études, il est suggéré qu'Apollo pourrait jouer un rôle dans la 
régulation de la dégradation du brin C-riche et dans le traitement différent que 
subissent les deux extrémités des chromosomes. Chez la levure, l'homologue 
d' Apollo est considéré être PS02 qui possède le même genre d'activité exonucléase 
5'~3' et les mêmes fonctions (Demuth et al., 2004). Le mutant pso2LJ est viable et 
est sensible aux drogues anti-cancer (Brendel et al., 2003; Cassier et Moustacchi, 
1981; Henriques et al., 1997). Toutefois, en utilisant la technique d'hybridation à 
l'intérieur du gel (Dionne et Wellinger, 1996), le mutant pso2LJ ne semble pas avoir un 
simple-brin télomérique anormal (Christian Prud'homme, résultats non publiés). La 
dégradation du brin C-riche aux télomères s'apparente à la dégradation qui survient 
lors de la réparation des cassures double-brin (Lee et al., 1998). En faisant un 
parallèle entre la dégradation aux cassures double-brin et aux télomères, d'autres 
protéines sont suspectées d'avoir un rôle dans la génération ou la régulation de 
l'extension télomérique simple-brin. Notamment, le gène SAE2 qui joue un rôle dans 
la formation du simple-brin aux cassures double-brins, probablement via des 
interactions avec le complexe MRX et la kinase Tel 1 p, pourrait jouer un rôle aux 
télomères (Clerici et al., 2006; Kim et al., 2008; Lee et Lee, 2007; Lengsfeld et al., 
2007). 
Pour étudier la régulation de la génération du simple-brin télomérique chez la 
levure S.cerevisiae, il est essentiel de développer ou d'améliorer les techniques 
existantes afin d'obtenir une résolution permettant d'identifier les mutants qui sont 
viables, mais qui ont un simple-brin altéré comme mrel 1 LJ. Dans le but d'identifier de 
nouveaux facteurs, comme possiblement Pso2p, ou de préciser le rôle dans la 
régulation du brin C-riche d'éléments bien caractérisés comme TELJ ou le complexe 
Ku, il est essentiel d'obtenir une technique fiable et reproductible pour étudier ce 
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phénomène. Une partie de mes études de Maîtrise et de ce mémoire est consacrée à 
l'obtention d'une telle technique. 
La maintenance des télomères en absence de la télomérase 
Chez la levure, en absence de télomérase, les télomères raccourcissent à une 
vitesse de 4-5 pb par division cellulaire et 100-150 pb chez les mammifères (Levy et 
al., 1992; Lundblad et Szostak, 1989). Cette dégradation mène normalement à un arrêt 
de croissance chez les levures et à la sénescence chez les cellules de mammifères. 
Toutefois, il existe d'autres moyens de maintenir l' ADN des télomères que la 
télomérase, notamment en utilisant la recombinaison homologue. Chez S. cerevisiae 
l'identification de souches capables de maintenir leurs télomères par un autre moyen 
que la télomérase a été effectuée utilisant une souche est] L1 (Lundblad et Blackburn, 
1993). Dans ces souches, comme dans tous les mutants ayant un phénotype EST, la 
majorité des cellules meurent après plusieurs générations, probablement parce que 
leurs télomères courts sont reconnus comme des cassures double-brin (Hackett et al., 
2001 ). Cependant, il y a apparition de rares survivants qui peuvent pousser 
continuellement sans une télomérase fonctionnelle (Lundblad et Blackburn, 1993). 
Ces cellules parviennent à maintenir leurs télomères par recombinaison homologue en 
amplifiant, soit leurs séquences télomériques ou soit les éléments sous-télomériques 
(Y') (Figure 6). Ces deux voies permettent la croissance en absence de télomérase et 
dépendent de la recombinaison homologue et du gène RAD52 (Chenet al., 2001; Le et 
al., 1999). Les survivants qui amplifient les régions sous-télomériques sont des 
survivants de type I et ils dépendent de la protéine Rad51 p, l'homologue de RecA (Le 
et al., 1999). Les survivants de type I se caractérisent lors d'un gel de télomère 
(Matériel et méthode, Figure 6) par des TRF courts et des bandes correspondant aux 
régions Y' beaucoup plus intenses. Les survivants de type II nécessitent la protéine 
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Rad50p pour amplifier les répétitions télomériques et l'analyse par gel de télomère 
montre une grande hétérogénéité et un grand dynamisme dans la longueur des TRF. Il 
y a différents mécanismes qui ont été proposés pour expliquer les événements de 
recombinaison qui permettent aux survivants de type I et de type II de maintenir leurs 
télomères sans télomérase. D'abord, la recombinaison peut se faire de façon 
intermoléculaire; c'est-à-dire qu'une région télomérique peut envahir un autre 
chromosome avec des séquences homologues et ainsi servir d'amorce pour amplifier 
ces séquences. De cette façon, des séquences télomériques (type II) ou sous-
télomériques (type I) peuvent être amplifiées pour maintenir les télomères par 
recombinaison. Une variante de ce mécanisme utilise la recombinaison homologue 
intramoléculaire à partir des séquences homologues sur le même chromosome. Ce 
mécanisme implique que le simple-brin télomérique envahit, en se repliant, des 
séquences homologues en amont formant une structure qui s'apparente au t-loop chez 
les mammifères. Cet évènement de recombinaison génère des intermédiaires qui 
pourraient être à l'origine d'un autre mécanisme d'amplification des télomères par 
réplication selon le modèle du cercle roulant (Chenet al., 2001). Dans ce modèle, des 
molécules d 'ADN extrachromosomales circulaires, double-brins ou simple-brins, 
contenant des séquences télomériques qui servent de matrice à l'amplification de 
séquences télomériques. De telles molécules, appelées des cercles télomériques, ont 
été retrouvées dans des survivants indépendants de la télomérase chez la levure K 
lactis et chez S. cerevisiae (Cesare et al., 2007; Groff-Vindman et al., 2005; Larrivee 
et Wellinger, 2006; Tomaska et al., 2000). Avec la présence de ces cercles, on peut 
imaginer un quatrième moyen de maintenir les télomères, en intégrant ces molécules 
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Figure 6: Génération de survivant indépendant de la télomérase par deux voies. 
Les télomères d' une cellule qui se divise sans télomérase raccourcissent avec les divisions cellulaires. 
La majorité des cellules sénescent lorsque les télomères atteignent une longueur critique, mais une 
faible proportion parvient à maintenir leurs télomères en utilisant deux voies différentes. A) Les 
survivants de type 1 amplifient la région sous-télomérique Y' par recombinaison homologue qui 
nécessite les gènes RAD51, RAD52, RAD54, RAD55, RAD57 et EXO!. B) Les survivants de type Il 
amplifient les répétitions télomériques par recombinaison homologue qui dans ce contexte nécessite les 
gènes RAD50, XRS2, MREJ ! , RAD52, SGSJ, EXOJ, MECJ et RAD59. Différents mécanismes 
pourraient permettre d' expliquer précisément comment la recombinaison a lieu. Jusqu' à maintenant 
lequel de ces mécanismes est utilisé n'est pas déterminé. Les bandes rouges correspondent aux régions 
sous-télomérique Y' et les bandes hachurées bleu et blanc correspondent aux répétitions télomériques. 
Voir le texte pour plus d' explication. 
Plusieurs autres organismes peuvent générer des survivants indépendants de la 
télomérase dans différentes conditions, notamment chez K. lactis et S. pombe 
(Nakamura et al., 1998). Les vertébrés possèdent également les éléments de 
recombinaison nécessaire au maintien des télomères dans des cellules immortalisées 
sans télomérase, cette voie se nomme le maintien alternatif des télomères 
(«alternative lengthening oftelomeres »ALT) (Bryan et al., 1997). La recombinaison 
présente dans les cellules ALT s'apparente à celle des survivants de type II chez la 
levure. Comme les survivants de type II chez S. cerevisiae les cellules ALT ont 
besoin d' un complexe MRX (MRN pour les mammifères) fonctionnel et d'une gène 
RAD52 actif (Dunham et al., 2000). De la même façon, des séquences télomériques 
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extrachromosomales ont été détectées dans les survivants de type II et dans les cellules 
ALT sous forme de molécule linéaire, circulaire ou d'intermédiaire de t-loop (Cesare 
et Griffith, 2004; Ogino et al., 1998; Tokutake et al., 1998). Les détails moléculaires 
du ALT dans les cellules cancéreuses sont toujours grandement inconnus et l'impact 
des tumeurs ayant le mécanisme ALT comme mécanisme de maintien des télomères 
plutôt qu'une réactivation de la télomérase sur les patients reste à étudier. 
La télomérase est considérée comme une cible pour le traitement du cancer 
puisque 85% des tumeurs utilisent la voie de la télomérase pour acquérir l'immortalité 
(Kim et al., 1994; Shay et Bacchetti, 1997). Cependant, les 15% des tumeurs restantes 
utilisent la recombinaison ALT pour maintenait leurs télomères ce qui en fait un 
mécanisme important d'immortalisation et donc une autre cible pour des thérapies 
anti-cancer. 
Les survivants indépendants de la télomérase et du capuchon télomérique 
Récemment, il a été démontré que dans certaines circonstances les cellules de 
levure peuvent vivre sans la protéine essentielle du capuchon télomérique Cdc 13p 
(Petreaca et al., 2006; Zubko et Lydall, 2006). Dans le laboratoire du Dr. Wellinger, 
Michel Larrivée a caractérisé des survivants indépendants de la télomérase qui 
peuvent survivre sans Cdc13p (Larrivee et Wellinger, 2006). Dans cette étude, il a été 
démontré que des survivants indépendants de la télomérase de type 1 et II (voir la 
section «La maintenance des télomères en absence de la télomérase ») peuvent 
s'adapter à la perte de la protéine Cdc l 3p et maintenir leur télomère par un mécanisme 
alternatif. Les cellules sans Cdc l 3p, appelées ,il 13-1 ou ,il 13-11 selon le type de 
survivant original, possèdent des caractéristiques propres aux survivants et d'autres 
propres aux cellules i'l 13. Ces cellules effectuent le cycle cellulaire normalement, bien 
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qu'une faible proportion de cellules meure et elles ont un rythme de division 
apparemment normal. Les survivants de type 1 et II possèdent de l' ADN circulaire 
extra chromosomique totalement ou partiellement simple-brin. Les cellules ~13-1 
contiennent le même genre de molécule circulaire que les survivants de type 1 , par 
contre les cellules ~13-11 contiennent des cercles télomériques de longueur variable en 
plus de cercles Y' (Larrivee et Wellinger, 2006). Ces molécules peuvent être le 
résultat d'événements de recombinaison où peuvent servir à initier des événements de 
recombinaison. 
Un autre aspect très intéressant des cellules ~13 est que la perte de Cdc13p 
passe par une inactivation des réponses aux points de contrôle. Les télomères sans 
Cdc13p initient les points de contrôle (comme décrit dans la section Protection des 
télomères) et cause un arrêt du cycle cellulaire. Par contre, dans les cellules ~13 tout 
ce processus est aboli (Larrivee et Wellinger, 2006). Cette abolition est toutefois 
réversible et si on réintroduit un plasmide portant le gène CDCJ 3, les points de 
contrôle peuvent être activés et les cellules ne sont plus sensibles aux agents 
endommageant l 'ADN (Larrivee et Wellinger, 2006). Donc, ce processus 
d'adaptation, d'abolition des points de contrôle suite à la perte de Cdc 13p, est 
réversible ce qui suggère qu'il n'implique pas des mutations, ou des réarrangements 
chromosomiques, mais bien une régulation quelconque des points de contrôle. Le 
moyen que les cellules ~ 13 prennent pour abolir les points de contrôle est inconnu et 
une partie de ce mémoire est consacré à tenter d'identifier des gènes dont l'expression 
est différente dans les ~13 et qui pourraient être impliqués dans l'abolition des points 
de contrôle. Nous avons utilisé l'analyse transcriptionnelle par puce à ADN pour 
tenter d'identifier la façon que les cellules parviennent à abolir les points de contrôle 
de façon permanente en absence de Cdc 13p. 
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Le phénomène d'adaptation aux signaux des points de contrôle en présence d'une 
cassure double-brin. 
Normalement, les points de contrôle de dommage à I 'ADN servent à arrêter le 
cycle cellulaire lorsque des dommages significatifs sont détectés, afin de laisser le 
temps aux mécanismes de réparation de réparer les dommages avant la poursuite du 
cycle cellulaire. Une fois le dommage réparé, les cellules récupèrent et désactivent les 
points de contrôle pour reprendre le cycle cellulaire. Lors d'une cassure double-brin 
induite, les points de contrôle détectent le dommage et arrêtent le cycle cellulaire. Si 
le dommage est irréparable, les cellules peuvent rester arrêtées, ou éventuellement, 
elles contournent l'arrêt des points de contrôle pour poursuivre leur cycle cellulaire. 
Ce phénomène est appelé l'adaptation (Lee et al., 1998; Sandell et Zakian, 1993; 
Toczyski et al., 1997). Il a été mis en évidence en utilisant un dommage double-brin 
irréparable induit sur un chromosome non essentiel, dans ce contexte, les cellules avec 
un dommage peuvent s'adapter à la cassure et former des colonies. Si la cassure 
survient sur un chromosome essentiel, les cellules peuvent également s'adapter, mais 
l'instabilité génomique créée par la cassure non réparée entraîne la mort des cellules 
après une ou quelques divisions (Bennett et al., 1993). Une multitude de protéines est 
requise pour permettre l'adaptation, parmi elles, des protéines impliquées dans la 
régulation de la chromatine et la recombinaison comme les protéines Yku70, Yku80, 
le complexe comprenant Swi2/Snf2/Rad54, Tidl, Rad51, Srs2 et Sae2. D'autres 
protéines nécessaires à l'adaptation sont évidemment impliquées dans les points de 
contrôle comme Ptc2, Ptc3, Ckb 1, Ckb2 et Cdc5 (Clerici et al., 2006; Lee et al., 1998; 
Lee et al., 2001; Lee et al., 2003; Leroy et al., 2003; Pellicioli et al., 2001; Toczyski et 
al., 1997; Vaze et al., 2002). Le niveau d'expression de certaines de ces protéines peut 
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avoir un effet sur la probabilité d'adaptation suite à un dommage, notamment la 
surexpression de PTC2 permet aux cellules mutantes yku80 et cdc5-ad de s'adapter. 
Comme il a été mentionné précédemment, la déprotection des télomères induit 
un arrêt du cycle cellulaire par l'activation des points de contrôle et dans les cellules 
~13, les points de contrôle sont désactivés. Cette désactivation des points de contrôle 
en réponse à la déprotection des télomères est un phénomène qui pourrait s'apparenter 
à l'adaptation aux cassures double-brins. 
Les objectifs principaux. 
Un premier objectif de mes recherches est d'étudier la structure de l'extension 
télomérique simple-brin et ainsi en apprendre plus sur sa génération, son maintient et 
sa régulation. Donc, d'identifier les gènes impliqués dans ces différents aspects et 
caractériser leurs rôles précis. Pour ce faire, il est essentiel de développer et améliorer 
des outils techniques permettant de mesurer l'extension télomérique simple-brin de 
façon précise et reproductible. L'établissement de telles techniques est indispensable à 
l'étude de cette structure des télomères. 
Dans un autre domaine, mes recherches ont comme objectif d'étudier les 
structures alternatives de maintient des télomères lorsque les ceux-ci sont déprotégés. 
Donc, l'objectif est de caractériser les cellules ~13 qui possèdent une structure 
télomérique altérée qui ont été découverte par Michel Larrivée dans le laboratoire du 
Dr. Wellinger. L'objectif est donc d'identifier les mécanismes et les molécules 
impliqués dans la génération et le maintien des cellules ~13 qui peuvent survivre sans 




Étude du simple-brin télomérique : Optimisation d'une technique 
Préambule: 
Le simple-brin télomérique est crucial pour le maintient des télomères puisqu'il 
sert de site de liaison à la région matrice de TLCJ et donc de substrat à la télomérase 
(Prescott et Blackburn, 2000). Les mécanismes de génération du simple-brin étant en 
grande partis inconnus, il est donc intéressant de pouvoir mesurer cette extension. 
Avec une technique permettant de mesurer précisément le simple-brin télomérique, il 
serait possible, en observant le phénotype de souches de levure mutantes, de mieux 
comprendre les mécanismes de générations du simple-brin. Il existe plusieurs 
techniques permettant de détecter le simple-brin télomérique dans les cellules de 
mammifère ou chez Tetrahymena thermophila mais peu de techniques permettant de 
mesurer l'extension simple-brin télomérique chez la levure S. cerevisiea et aucune ne 
possède une résolution suffisante. Étant donné que le simple-brin télomérique de 
levure est très court et hétérogène, il est difficile d'être en mesure de distinguer des 
différences très faibles de longueur dans certains mutants qui ont des défectuosités au 
niveau de la création ou la maintenance de l'extension simple-brin. 
Objectif spécifique : 
L'objectif de cette partie est d'améliorer la résolution des techniques 
permettant de mesurer l'extension télomérique simple-brin. Notamment, la technique 
que Catherine Lebel dans le laboratoire a développée en s'inspirant d'une technique 
développée pour l'organisme Tetrahymena thermophila (Jacob et al., 2001; Larrivee et 
al., 2004). Elle a développé la technique d'extension d'amorce modifiée pour mesurer 
la longueur du simple-brin télomérique chez la levure. Cependant, cette technique est 
demeurée sous-utilisée à cause du défi technique qu'elle représente et à cause d'un 
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certain manque de reproductibilité et de fiabilité des résultats. J'ai donc travaillé à 
identifier les réactions limitantes et à optimiser chaque étape de la technique afin d'en 
faire une technique fiable et utilisable de façon routinière pour identifier des mutants 
qui ont un simple-brin télomérique altéré (Voir la section « La génération du simple-
brin télomérique » dans l'introduction). 
Matériel et méthodes 
Culture de bactéries 
Une culture saturée de bactéries E.coli DH5a contenant un plasmide avec le 
gène ampR peut être obtenue en inoculant environ 3mL de milie_u liquide LB (1 % 
bacto-tryptone, 1 % chlorure de sodium, 0,5% yeast extract, pH ajusté à 7) contenant 
50ng/mL d'ampiciline dans un tube stérile. La bactérie E.coli est généralement 
cultivée à 37°C. Une culture saturée peut être utilisée pour faire un stock congelé 
(lmL de culture et lmL de glycérol 30%) conservé à -80°C ou une préparation de 
plasmide. Une préparation de plasmide (miniprep) peut être réalisé en utilisant des 
colonnes Qiagen (Mississauga, ON, Canada) selon le protocole du manufacturier ou 
selon le protocole très bien établi de mini préparation d' ADN plasmidique (Bimboim 
et Doly, 1979; lsh-Horowicz et Burke, 1981; Sambrook et al., 1989). Les bactéries 
DH5a peuvent également être cultivées sur milieu solide auquel on ajoute de l'agar à 
2% qu'on coule dans des plats de Pétris. Sur ce type milieu, il est possible d'isoler des 
colonies générées suite à la division d'une seule cellule. 
Culture de levures 
Les levures peuvent être cultivées comme des bactéries en milieu liquide ou 
solide (section Culture de bactéries) (Rose, 1990; Zakian et Scott, 1982). Les milieux 
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utilisés sont différents et on utilise généralement du milieu riche YEPD (1 % yeast 
extract, 2% peptone, 0.01 % adeninie, 2% glucose, 2% agar pour les milieux solides) 
ou du milieu synthétique Yeast complete (Y c : 0.17% yeast nitrogen base, 0.1 % acide 
glutamique L, mélange d'acide aminées l,2g/L, 2% glucose pH 6.0). Il est également 
possible de faire pousser les levures sur une autre source fermentable de carbone 
comme le raffinose, le galactose ou le glycérol. 
Manipulation d'acide nucléique 
Les techniques brièvement résumées dans cette section sont toutes bien établies 
et sont décrites, notamment, dans le manuel de clonage moléculaire de Maniatis 
(Sambrook et al., 1989) 
Les acides nucléiques peuvent être extraits à partir d'un lysat cellulaire en 
utilisant une solution de phénol/chloroforme (volume égal de phénol équilibré et de 
chloroforme). Les acides nucléiques seront présents dans la phase aqueuse de 
l'extraction. Les acides nucléiques, présents dans cette phase, peuvent être concentrés 
par précipitation à 1 'éthanol 100% contenant des sels. On récupère, ensuite, les acides 
nucléiques précipités par centrifugation à environ 16000 x g à 4°C. Le précipitat 
contient les acides nucléiques et les sels, ceux-ci peuvent être enlevés avec un lavage à 
l'éthanol 70% suivi d'une autre centrifugation. Normalement, le culot ainsi obtenu est 
séché et les acides nucléiques sont resupendus dans une solution et un volume 
appropriés aux expériences à effectuer. 
Souches 
La souche identifiée WT est en fait la souche ML Y50 et la souche identifiée 
mrell iJ est la souche ML Y51 (Brachmann et al., 1998; Larrivee et al., 2004). La 
souche sans le complexe Ku, yku70LJ, est la souche BYyku70~ (Grave! et Wellinger, 
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2002) et la souche identifiée telliJ est la souche RWY51-7D (Chakhparonian et al., 
2005). 
Purification d' ADN génomique de levure 
La purification d' ADN génomique à été principalement effec~é en utilisant la 
technique d'extraction avec billes de verres et NIB (Huberman et al., 1987). Le 
tampon NIB (nuclear extraction buffer) permet d'extraire les noyaux des cellules avant 
de les lyser pour extraire 1 'ADN. Cette technique peut nous permettre d'obtenir de 
I' ADN de meilleure qualité. Les extractions ont été effectuées en cultivant les levures 
dans milieu (exemple: YEPD ou Yc) et un volume de culture approprié, une fois les 
levures précipitées par centrifugation, le culot est lavé avec de l'eau. Ensuite le culot 
est resupendu dans le tampon NIB (17% glycérol, 50mM MOPS pH 7,5, 150mM 
acétate de potassium, 2mM de chlorure de magnésium, 500µM de spermidine et 
150µM de spermine) pré-refroidi à 4 °C. Les billes de verres sont ensuite ajoutées 
pour briser les parois des cellules, alterner des séquences de vortex pendant 30 
secondes et de repos sur glace pendant 30 secondes et répéter ces séquences jusqu'à ce 
que la majorité des cellules soit lysées. Récupérer le tampon des billes et rincer les 
billes 3 fois avec du NIB. Centrifuger à 6000g pendant 10 min à 4°C et resuspendre 
dans le tampon de lyse (50mM Tris-Cl, 20mM EDT A, 1 OOmM NaCl) dans un volume 
permettant d'avoir une concentration d'environ 2x107 cellules/mL selon la quantité de 
cellules de départ. Ajouter 1,5% du détergent sarcosyl pour lyser les noyaux. Ensuite, 
le lysat doit être débarrassé de 1 'ARN par un traitement à la RNase A ( 1 OOµg/mL) à 
37°C pendant 30min et les protéines doivent être digérées en ajoutant la protéinase K 
(0.5mg/mL) à 37°C pendant lh. Centrifuger à 9500g et extraire le surnageant 3 fois 
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avec du phénol, du phénol/chloroforme et du chloroforme. Finalement, précipiter 
l' ADN et laver le culot avec de l'éthanol 70% (Sam brook et al., 1989). 
La même technique peut être utilisée en utilisant une digestion à la zymolyase plutôt 
que les billes de verres pour briser la paroi cellulaire (Holm et al., 1986). 
Quantification d'acide nucléique 
J'ai utilisé le spectrophotomètre (Ultraspec 21 OOpro de Biochrom) pour 
quantifier les concentrations d'acide nucléique en mesurant la densité optique à une 
longueur d'onde de 260nm (D026o). Pour de !'ADN double-brin, le coefficient 
d'extinction est en moyenne de 50 (µg/mir1cm-1, ce qui veut dire qu'une densité 
optique de 1 correspond à une concentration de 50µg/mL (Labarca et Paigen, 1980; 
Munro et Fleck, 1966; Sam brook et al., 1989). Les concentrations d' ADN génomique 
quant à elles ont surtout été déterminées avec le fluorimètre (DynaQuant DQ200 de 
Hoefer) selon les instructions du manufacturier. En utilisant un colorant fluorescent, 
le Bisbenzimide H33258 (Hoechst), qui se lie à l' ADN il est possible de déterminer la 
concentration d' ADN dans un échantillon en comparant avec un standard de 
concentration connue. Cette méthode permet de détecter seulement !'ADN et pas 
!'ARN ce qui est utile pour quantifier !'ADN présent dans une préparation d' ADN 
génomique qui peut toujours contenir de!' ARN en grande quantité. 
Radio marquage d'oligonucléotide par transfert de phosphate 
Cette technique consiste à marquer un oligonucléotide d' ADN à son extrémité 
5' en échangeant le phosphate présent par un phosphate radioactif, ceci en utilisant 
l'enzyme T4 polynucléotide kinase (T4 PNK) et du [y-32P]ATP (3000Ci/mmol). 
L'enzyme T4 PNK de la compagnie NEB (Pickering, ON, Canada) a été utilisé selon 
le protocole de la compagnie ou l'enzyme purifiée dans le département par Catherine 
Desrosier avec la même procédure. On incube 200ng d'oligonnucléotide, 4 uL de [y-
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32P]ATP(3000Ci/mmol), 9,8 Unités de PNK dans le tampon approprié à 37°C pendant 
45 minutes. Ensuite, on ajoute 30uL de TE lx et on purifie l'oligonucléotide 
radiomarquée avec une colonne G-50 microspin (GE Healthcare, Baie d'Urfé, QC, 
Canada) en suivant le protocole de la compagnie. 
Radio marquage par extension d'amorce 
Cette technique est utilisée pour radiomarquer un fragment d' ADN en lui 
incorporant des nucléotides radioactifs comme les [a-32P]dCTP (3000Ci/mmol). Le 
protocole utilisé provient de Feinberg et Vogelstein 1983, et l'enzyme Klenow 
provient de NEB (Pickering, ON, Canada) ou a été purifiée au département par 
Catherine Desrosier. Le fragment d' ADN (50-250ng) est d'abord dénaturé et ensuite 
mélangé avec un tampon, une amorce hexanucléotide de séquence aléatoire et 
l'enzyme Klenow. Le mélange est incubé à température pièce pour une duré variant 
de 2h30 à l 6h. Finalement, la réaction est arrêtée et le fragment est purifié avec les 
colonnes G-50 (GE Healtcare, Baie d'Urfé, QC, Canada). 
Technique d'extension d'amorce modifiée (Larrivee et al., 2004) (Figure 7) 
La technique d'extension d'amorce modifiée a été développée et utilisée par 
Catherine Lebel pour mesurer l'extension télomérique simple-brin. Une partie de cette 
étude a été consacrée à l'amélioration de cette technique pour être en mesure de 
l'utiliser efficacement et de façon routinière. Pratiquement chaque étape a été 
modifiée pour en améliorer l'efficacité, mais je vais énumérer ici les étapes 
principales, de même que les conditions standards des différentes réactions. 
A) Enrichissement des fragments de restrictions terminaux (TRF) 
Selon une estimation basée sur la taille du génome de la levure, les TRF représente 
seulement environ 0,3% de I' ADN génomique total, il est donc nécessaire de faire un 
enrichissement en fragment télomérique afin d'obtenir des résultats. Pour ce faire, 
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environ 100 µg d 'ADN génomique sont requis. Premièrement, I 'ADN génomique 
purifié est digéré avec l'enzyme de restriction Xhol et séparé par électrophorèse sur un 
gel d'agarose 0,6% TAE dans un ou des grands puits pouvant contenir toute la 
digestion. Plusieurs marqueurs de poids moléculaire sont nécessaires proches de ces 
pistes. Une fois la migration terminée, il faut identifier la zone du gel qui contient les 
fragments désirés (les TRF d'une souche sauvage sont d'environ l.2kb et de lkb pour 
une souche avec les télomères courts), afin de purifier des TRF. De préférence, il faut 
éviter le contact avec l'agent intercalant, le bromure d'éthidium, donc on colore 
seulement la partie du gel qui contient les marqueurs et ainsi déterminer la position des 
TRF. Ensuite on extrait l'ADN de la section du gel qui contient les fragments entre 
lkb et 1,6kb avec le «gel extraction kit» de Qiagen (Mississauga, ON, Canada). 
Plusieurs autres façon d'enrichir et d~ concentrer les TRF on été essayées et elles 
seront décrites dans la section des résultats. 
B) Quantification des TRF purifiés 
L' ADN total peut être quantifié en utilisant les techniques habituelles de 
fluorimétrie ou de spectrométrie (voir Quantification d' ADN) de façon à égaliser la 
quantité de TRF purifiés entre les échantillons. Les TRF peuvent également être 
quantifiés de façon spécifique en utilisant l'hybridation de type Southern. D'abord, les 
préparations de TRF purifiés et des solutions standard contenant une quantité connue 
de fragment de séquence télomérique (la sonde télomérique) doivent être transférées 
sur une membrane de nitrocellulose. Le transfert s'effectue normalement avec un 
appareil de transfert en point(« dot-blot ») qui permet de transférer des.protéines ou 
des acides nucléiques sur une membrane. La membrane est ensuite hybridée, avec une 
sonde télomérique radiomarquée, selon la méthode d'hybridation de type Southern. 
Les signaux obtenus peuvent être quantifiés suite à l'exposition sur une cassette de 
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Phosphorlmager (Storm Imager) et la quantité de TRF peut être déterminée en 
comparant les signaux avec ceux obtenus pour le fragment d' ADN standard. 
C) Ajout de la queue poly-A 
L'ajout de la queue poly-A en 3' des TRF purifiés sert à positionner et hybrider une 
amorce Poly-T qui permettra de mesurer la longueur du simple brin télomérique. 
Plusieurs oligonucléotides contrôles ont été utilisés pour servir de substrat à cette 
réaction afin de déterminer les conditions optimales. La terminale deoxynucléotidyle 
transferase (TdT) est utilisée pour effectuer cette réaction. L'enzyme commerciale de 
la compagnie Amersham a été utilisée dans différentes conditions, de même qu'une 
TdT recombinante portant une étiquette Histidine qui a été purifiée au département de 
microbiologie et infectiologie par Catherine Desrosier à partir du plasmide produit par 
C. Papanicolaou (Boule et al., 1998). Une réaction standard utilise 20-80 unités de 
TdT, lng d'oligonucléotide ou environ 250ng total de TRF purifiés, 250µM de 
dATPs, le tampon One-Phor Ali lx (lOmM Tris-acétate, lOmM acétate de 
magnésium, 50mM d'acétate de potassium) (GE Healthcare, Baie d'Urfé, QC, 
Canada). Le mélange est ensuite incubé à 37°C pour 20 minutes. La réaction est 
arrêtée avec 0.5M d'EDTA 1/lûvolume, suivi d'une extraction phénol-chloroforme et 
précipitation à l'éthanol 100%. Le culot est ensuite resuspendu dans du tampon PEI 
(20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM chlorure de magnésium, 50 mM chlorure de 
sodium et 1 mM dithiothreitol) pour l'appariement de l'amorce (généralement 15 µL). 
Plusieurs modifications ont été apportées à ce protocole et elles seront décrites dans 
les sections résultats et discussion. 
D) Appariement de l'amorce poly-T 
L'amorce doit s'apparier à la queue PolyA tout en étant correctement 
positionné à l'extrémité de l'extension télomérique afin de pouvoir être étendu jusqu'à 
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la jonction double-brin. L'appariement de l'amorce Poly-T est effectué à température 
pièce de 3h à 16h dans un tampon PEI (20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM chlorure de 
magnésium, 50 mM chlorure de sodium et 1 mM dithiothreitol). Plusieurs substrats 
ont été utilisés, soit avec une queue polyA ajoutée (TRF purifiés ou DUP16) ou avec 
une queue PolyA synthétisée (DUP16PolyA). Différentes amorces ont été testées afin 
de déterminer la longueur et le nombre de nucléotides d'alignement optimal (voir la 
section résultat Figure 11 et Tableau 3) 
E) Extension de l'amorce 
L'extension de l'amorce PolyT jusqu'à la jonction double-brin permet de 
mesurer le simple-brin télomérique. Il faut s'assurer d'augmenter l'efficacité de 
l'extension et de limiter les produits d'extension partiels, et les produits de 
déplacement. L'extension de l'amorce a toujours été effectuée en utilisant une T4 
ADN polymérase recombinante gracieusement fournie par Mme Krantz et en utilisant 
le tampon utilisé par ce laboratoire (Elisseeva et al., 1999) (67mM Tris-HCI pH8,8, 
16,6mM (N~)2S04), 0,5mM dithiothreitol, 6,7mM MgCh, 167 µg/ml d'albuminde 
sérique bovine, 250nM de dA TP, 250nM de dCTP). La réaction est incubée à 30°C 
pour 10 minutes et est arrêtée par une extraction phénol/chloroforme qui est suivie 
d'une précipitation dans 2 volumes d'éthanol 100% et 213 volumes d'acétate 
d'ammonium SM. Le culot est séché et resuspendu dans 4-SµL de tampon de 
chargement (formamide 80%, EDTA IOmM pH8, xylene cyanol FF lmg/ml, bleu de 
bromophenol lmg/ml). Finalement, les produits d'extension sont visualisés sur un gel 
dénaturant d'urée/polyacrylamide 15%. 
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OU Pl& 
T TIGTGGGTGCCTGTG TGGGTG GT GTGTGGGT GTG TGGTGTGGG-3' 
TTCACCCACGGACACACC-5' 
TRF1m rlfiés 
5··- _____________ , . 
3· ______ _ 
1 Polyadenylation l Terminal deoxynucleotidyle tranferase 
T TIGTGGGTGCCTGTG TGGGTG GT GTG TG GGT GTG TGGTG TGG GAAAAAAAAAA!A).- 3' 
TTCACCCACGGACACACC-5' 
5'-' ------------AAAAAAAA.At..~A!.- 3· ,. ______ _ 
l Appariement de l' amorce l 
T TT GTGGGTGCCTGTGTGGGTGGTGTGTGGGTGTGTGGTG-TGGGAAAAAA.AAAAU,,,;.- 3' 5·---- -----------AAAAAAAAAA(Ai.·3' 
TTCACCCACGGACACACC-5' {C/ A),mrnm (T),•-5' 3' {C/ A),mrnm (T),•-5' 
l Extension de lamorce T4 ADN polymerase l 
5'-' -----------AAAAAAAAAA~A/i3' T TT GTGGGTGCCT GT G TGG GTGGT GTG TG GGT GT GTG GTG TGG GAAAAAAAAAA{Ai.· 3' 
TT CACCCACGGACACACC- 5' (C/ A),TTTTTTm (T},•-5' 3' ........__ (C/A),TTTTmTI {T),•-5' 
Produits de 
polymérisation 






Figure 7: Schématisation de la technique d'extension d'amorce modifiée pour 
mesurer le simple-brin télomérique 
Différents substrats sont utilisés, un oligonucléotide pour servir de contrôle, et les TRF purifiés afin de 
mesurer le simple-brin. La première étape consiste en l'ajout d'une queue polyA en 3' avec la terminal 
deoxynucléotidyle transférase pour servir de site d'appariement à l' amorce. Ensuite l'amorce s'apparie 
avec les substrats polyadénylés et est polymérisée jusqu' à la jonction de l' ADN double-brin. 
Finalement, les produits d'extensions sont migrés sur gel et l' étendu de la polymérisation nous donne la 
longueur du simple-brin des molécules substrats. 
Traitement à l'Exonucléase 1 
L 'Exonucléase I possède une activité spécifique aux extrémités simple-brin 3' 
d' ADN (Lehman et Nussbaum, 1964). Elle peut être utilisée pour digérer 
spécifiquement le simple-brin télomérique et ainsi utiliser l'échantillon traité comme 
contrôle négatif quant à la présence du simple-brin (Dionne et Wellinger, 1996). 
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Pour traiter I' ADN génomique avant une analyse du simple-brin télomérique 
par hybridation in gel il faut utiliser 1-2µg d' ADN. On effectue la réaction dans le 
tampon Exol lx (67mM glycine pH 9.5, lOmM 2-mercaptoéthanol, 6,7 mM de 
chlorure de magnésium) en utilisant 20U d'enzyme Exol (NEB, Pickering, ON, 
Canada). Les réactions doivent être incubées à 37°C pendant 2-16h et arrêtées avec 1 
volume de solution stop (20mM EDT A, 300mM chlorure de sodium). Une fois la 
réaction terminée, on extrait 1 'ADN avec 1 volume de phénol-chloroforme et on 
précipite les acides nucléiques avec l'éthanol 100%. L'ADN traité peut ensuite être 
digéré avec Xhol pour analyser les TRF. Pour les réactions d'extension d'amorce 
modifiée, le traitement Exol est effectué à partir de TRF purifiés. Lorsque ce sont des 
TRF purifiés qui sont traités à l'Exol, la même quantité est utilisée pour les 
échantillons traités et non traités et le traitement s'effectue de la même façon que le 
traitement de!' ADN génomique. 
Traitement à la nucléase Mung Bean 
L'endonucléase spécifique simple-brin Mung Bean (NEB, Pickering, ON, 
Canada) a été utilisé avec le même objectif que l'Exonucléase 1. Les conditions et le 
tampon utilisé sont fournis par la compagnie et le traitement a été effectué de la même 
manière que celui a l'Exonucléase 1. 
Purification des TRF par chromatographie d'exclusion. 
A) Détermination de la résolution de la purification pour des fragments 
d'ADN 
Une chromatographie d'exclusion a été effectuée afin de tenter de purifier des 
TRF de levure avec une plus grande efficacité et enrichissement qu'avec l'extraction 
de gel d'agarose (Griffith et al., 1999). Une résine Sephacryl S-500 (GE Healthcare, 
Baie d'Urfé, QC, Canada) possédant une limite d'exclusion de 1078pb pour !'ADN 
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selon le manufacturier, a été montée dans une colonne de 30cm par 1 cm pour FPLC 
dont le volume final est de 24ml. Un marqueur d' ADN a ensuite été appliqué dans la 
colonne et l'élution a été effectuée dans du TE lx (lOmM Tris-HCI pH 8,0, lmM 
EDTA) à un flot de 1 mL/min Le détecteur du FPLC a mesuré la densité optique à 
260nm afin de détecter les fragments d' ADN lors de l'élution. Les fractions d'élution 
de 0.5mL ont été récoltées grâce à un collecteur de fraction. Le contenu de chaque 
fraction a été précipité dans l'éthanol 100% et 0.3M d'acétate de sodium. Les 
fractions on ensuite été analysé sur gel d'agarose coloré au Bromure d'éthidium. 
B) Purification des TRF de YLpF A Tl 0 par chromatographie 
d'exclusion. 
La purification des fragments d' ADN dans ces conditions permet d'enrichir un 
fragment plus petit que 500pb mais pas de l,2kb comme des TRF. Le plasmide 
linéaire YLpF A Tl 0 (Wellinger et al., l 993a) a alors été utilisé pour obtenir des 
fragments de restriction terminaux plus petits que 500bp. Ce plasmide contient des 
séquences télomériques aux deux extrémités et se comporte comme un mini 
chromosome. Il possède également un site de restriction pour l'enzyme EcoRI qui 
permet de libérer des TRF d'environ 250-300pb lorsque le plasmide est maintenu dans 
une souche de type sauvage et d'environ 50pb lorsqu'il est maintenu dans une souche 
mutante qui possède normalement des télomères courts (Figure 8). Il est donc possible 
de digérer l'ADN total d'une souche contenant le plasmide YLpFATlO avec EcoRI et 
de produire des fragments de restriction terminaux du plasmide. Pour les purifier, 
!'ADN total (~lOµg) doit être digéré avec EcoRI et les fragments ainsi générés sont 
extraits avec du phénol-chloroforme pour ensuite être précipités avec de l'éthanol. 
L' ADN total digéré peut maintenant être chargé sur la colonne dans un volume 
d'environs 0.5ml. On effectue l'élution en utilisant 1,5 volume de colonne de TE lx 
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pH 8,0. Afin de caractériser la purification, l'éluat est récupéré en différentes fractions 
et le contenu de chaque fraction est précipité pour être analysé par hybridation de type 
Southern. Les fragments contenant des séquences télomériques sont visualisés pour 
analyser l'efficacité de purification. 
EcoRI 
n_ 
Figure 8: Plasmide linéaire YLpFATlO 
Le schéma représente graphiquement la carte du plasmide linéaire YLpFA TlO (Wellinger et al., 1993a). 
Les sites de coupure pour différentes enzymes de restriction sont identifiés par une flèche (4). Les 
lignes triples représentent les séquences télomériques du plasmide. La région identifiée Leu2-d 
représente le marqueur de sélection Leu2-d et la région TRP 1 représente la localisation du gène 
TRP 1. L'origine de réplication 2µ est également représentée. 
Gel de télomère 
Cette technique utilise le site de restriction Xhol présent à l'intérieur des 
répétitions Y' (voir introduction) pour libérer des fragments de restriction terminaux 
(TRF) qui nous permettent d'évaluer la longueur des télomères (Louis et Haber, 1990). 
D'abord, I' ADN génomique est digérée avec Xhol {NEB, Pickering, ON, Canada) et 
appliquée sur un gel 0,75% d'agarose TBE pour séparer les différents fragments. 
Ensuite, ce gel peut être transféré et hybridé avec une sonde télomérique radioactive 
(voir Buvardage de type Southern) ou séché et être hybridé directement à l'intérieur du 
gel (voir Hybridation dans le gel« in gel»). 
Hybridation dans le gel « in gel » 
Ce type d'hybridation permet de détecter un signal en condition native et elle 
est principalement utilisée pour détecter le simple-brin télomérique (Dionne et 
Wellinger, 1996). Elle consiste à sécher un gel de télomère (voir Gel de télomère) à 
température pièce avec un sécheur de gel généralement pendant 12-24 minutes de 
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chaque coté. Ensuite on hybride un oligonucléotide radiomarqué en 5' 
complémentaire à la région simple-brin ciblée dans la solution d'hybridation (5xSSC, 
5x solution Denhardt, 0, lx P-wash, 0,04µM ATP, 20µg/mL d' ADN de sperme de 
saumon.) à 37°C. Finalement, il suffit de laver le gel dans une solution de 0.25x SSC 
et de l'exposer sur un autoradiogramme. Suite à l'hybridation en condition native, il 
est possible de dénaturer le gel et le réhybrider, ou de le transférer sur une membrane 
de nylon Hybond-N (GE Healthcare, Baie d'Urfé, QC, Canada). Il faut s'assurer de 
contrôler que le gel est bien demeuré en condition native en utilisant des fragments 
simple-brin et double brin, de même que de s'assurer que le signal observé est bien le 
simple-brin télomérique en traitant certains échantillons avec des nucléases 
spécifiques (Dionne et Wellinger, 1996). 
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Résultats 
Pour optimiser la technique d'extension d'amorce modifiée, nous devons 
travailler à optimiser l'appariement et l'extension de l'amorce, la spécificité et 
l'efficacité de la polyadénylation des TRF et la purification des TRF. Les problèmes 
de fiabilité et de reproductibilité rencontrés sont fort probablement dus au fait qu'il y a 
plusieurs étapes peu efficaces dans cette technique et que d'un essai à l'autre, il arrive 
de ne pas atteindre le seuil d'efficacité requis pour obtenir un résultat concluant. Ceci 
explique pourquoi il est possible d'obtenir des résultats intéressants (Larrivee et al., 
2004) (Figure 9) mais au prix d'un très grand nombre de répétitions infructueuses. 
Normalement, cette technique peut nous permettre d'identifier et de caractériser des 
souches de levures possédant certaines mutations qui peuvent affecter la longueur du 
simple-brin télomérique. Comme on peut observer dans la Figure 9 A et 9 B, il est 
possible d'obtenir une polymérisation de différente longueur selon la provenance des 
TRF utilisés. Il a déjà été établi par hybridation à l'intérieur du gel que les souches 
mutantes yku70!1 possèdent un long simple-brin télomérique (Grave) et al., 1998), 
mais la longueur exacte de ce simple-brin était demeurée inconnue. Dans la Figure 9 
on remarque que la polymérisation faite sur des TRF de souche WT se rend jusqu'à 
environ 15 nucléotides alors que pour les TRF d'une souche yku7011 l'extension se 
poursuit jusqu'à 24 nucléotides. Cette extension est bien représentative du simple-brin 
télomérique puisque lorsque les TRF sont traités à l'Exonucléase I le signal est 
grandement diminué. L'Exonucléase I a une activité 3'-5' qui dégrade l'ADN simple-
brin, donc elle peut dégrader le simple-brin télomérique et nous permet d'utiliser des 
échantillons traités comme contrôles négatifs. Dans ces expériences, des 
oligonucléotides servant de substrats sont inclus pour contrôler la polyadénylation 
(DUP16) et l'extension (DUP16PolyA) (Figure 7 et Figure 9). Il est également 
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possible de constater que la polymérisation sur TRF de souche mre li f... (Figure 9 a 
piste 9) semble se rendre moins loin que pour le WT comme précédemment décrit 




















Figure 9: Exemples de résultats concluants de la technique d'extension d'amorce 
modifiée originale. 
Les étapes de purifications, de polyadénylation, d'appariement et d'extension ont été effectuées telles 
qu'il a été décrit dans la section Matériel et méthodes. Les TRF purifiés ont été analysés par 
hybridation dans le gel pour s'assurer que la purification a été effectuée en condition native et que les 
TRF purifiés se comportent comme les TRF non purifiés quant à la longueur du simple-brin. A) Les 
pistes 1 à 4 sont les contrôles. La piste #1 est l'amorce seule, la piste #2 est l'oligonucléotide DUP16 
sans polyadénylation, la piste #3 est le DUP16 qui a été polyadénylé et la piste #4 est le DUP16PolyA 
qui sert de contrôle pour l'étape d'extension. Pour la piste 5 l'extension a été effectuée sur des TRF 
purifiés (200ng) de souche WT mais qui n'ont pas été polyadénylés. Les pistes 6 à 9 représentent 
l'extension effectuée sur des TRF purifiés (200ng) de différentes souches mutantes qui ont, ou devrait 
avoir, des phénotypes de simple-brin télomérique altéré. B) Les pistes 1-3 sont les contrôles (voir en 
A). Les pistes 4 à 7 représente, comme en A, l'extension sur des TRF (250ng) de souche WT ou de 
souche yku70;\,., cependant pour les pistes 4 et 6, les TRF on été traité à l'exonucléase I (+) avant la 
polyadénylation. 
Cependant, ces résultats font exception et la majorité des tentatives ne 
permettent pas de tirer des conclusions claires. Il y a différents problèmes, parfois il 
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n'y a pas de polymérisation sur TRF malgré les contrôles, parfois il y a une 
amplification non spécifique dépendante de la polyadénylation et d'autres fois il y a 
une polymérisation qui est toujours la même, peu importe la source de TRF. Pour 
régler ces problèmes, il est important d'optimiser au maximum chaque étape pour 
obtenir, finalement un meilleur essai. Dans les prochaines sections, je vais décrire les 
différentes façons que nous avons utilisées pour tenter d'optimiser la technique. 
Optimisation de l'appariement et de l'extension d'amorce 
D'abord, une étape simple à optimiser est l'extension d'amorce parce qu'elle 
peut se faire in vitro avec des oligonucléotides comme substrat, de plus nous avions 
obtenu une nouvelle T4 ADN polymérase recombinante du Dr. Reha-Krantz à tester. 
L'extension de l'amorce par la T4 ADN polymérase (Goulian et al., 1968) 
(voir Figure 9) jusqu'à la jonction du double-brin est une étape cruciale. Il est 
important de contrôler son efficacité et sa processivité afin de maximiser les amorces 
polymérisées et de minimiser les produits de déplacement qui surviennent lorsque la 
polymérase déplace le duplex d' ADN double-brin pour continuer à étendre le nouveau 
brin polymérisé (da Silva et Reha-Krantz, 2000). Donc, nous avons tenté de 
déterminer les conditions optimales pour réaliser notre essai particulier. Nous avons 
utilisé l'oligonucléotide DUP16PolyA (Tableau 2, Figure 10 et 11) qui contient des 
séquences télomériques à polymériser afin de nous rapprocher des conditions réelles. 
D'abord, différentes quantités relatives de substrat et d'amorce ont été utilisées pour 
obtenir des conditions ou le maximum de molécules de substrat participe à l'extension 
de l'amorce; un ratio de 4 molécules d'amorces pour 1 molécule de substrat a été 
utilisé lorsque le substrat est un oligonucléotide (données non montrées, Figure 1 Oa). 
L'élongation de l'amorce a également été effectuée à différentes températures (Figure 
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lOa). On remarque que l'enzyme fonctionne aussi bien à 12°C qu'à 23°C ou 30°C. Il 
y a un signal similaire de produits d'extension finale et de bandes intermédiaires qui 
apparaissent lorsque la polymérase arrête son élongation. Lorsque l'on modifie la 
quantité d'enzyme T4 ADN polymérase utilisée, il n'y a aucune modification tant qu'à 
la qualité d'extension (Figure lOb), donc 20nM d'enzyme on été utilisé pour les 
expériences subséquentes. La nature et la concentration des nucléotides à inclure dans 
la réaction peuvent également modifier l'efficacité de l'extension (Reha-Krantz, 
communication personnelle). Plusieurs combinaisons de nucléotide on été utilisée à 
différentes concentrations (Figure 1 Ob) et on remarque que la présence des 4 
nucléotides ne change pas la polymérisation sur le substrat DUPl 6PolyA 
comparativement à l'utilisation de seulement les 2 nucléotides nécessaires à notre 
essai. Il est également important de noter que si la concentration de nucléotides est 
plus grande que lOOµM, il n'y a plus d'amélioration de l'extension. Finalement, 
l'extension sur oligonucléotide substrat prépolyadénylé (DUP16PolyA) fonctionne 




Température °C) 12 23 30 
Amof1:e lx 2"x 4x lx .2x 4x l x lx 4 






1234.567 8 9 
lOn.M 
dATP<t-d TP dNIP dAT:P+dCTP 
:S l.00 500 5 100 500 s 100 500 5 
14 ADN pol)•rnirase 
Nucléotides 
Produitl d 
d pJ n ent 





Figure 10 : Résultats d'optimisation de l'extension d'amorce. 
Le substrat DUP16PolyA (0.024pmol) a été utilisé avec l'amorce PolyT18(C/A). A) L'extension a été 
effectuée avec la T4 ADN polymérase recombinante (20nM) à 12°C (pistes #1-3), à 23°C (pistes #4-6) 
et à 30°C (pistes #7-9), en utilisant différentes quantités d'amorces pendant 10 min B) La T4 ADN 
polymérase a été utilisée à 5nM (pistes 1-3), 1 OnM (pistes 4-9) et 20nM (pistes 10-15), les réactions on 
été incubées à 30°C pendant 10 minutes. L'extension a été effectuée soit en utilisant les 4 nucléotides 
( dNTP) ou seulement les nucléotides complémentaires aux séquences télomériques ( dA TP+dCTP). Ces 
nucléotides ont été utilisés à 5, 100 ou 500µM. 
Pour s'assurer que nous utilisons les conditions optimales, il est important de 
vérifier l'extension de l'amorce dans un contexte où la queue polyA est ajoutée à la 
TdT et donc qui est d'une longueur variable. Cette étape est essentielle à notre 
technique puisqu'elle pourrait influencer l'appariement de l'amorce, et par conséquent 
l'extension de celle-ci. Dans cette optique, plusieurs amorces ont été créées, elles 
possèdent des caractéristiques différentes afin de trouver la meilleure combinaison 
(Tableau 2). Les amorces PolyT ont deux caractéristiques importantes qui peuvent 
influencer leur appariement, d'abord, la longueur de la série de thymidine-5'-
triphosphate. Selon la température d'appariement et d'extension, la longueur de la 
région polyT de l'amorce aura un impact sur la proportion de molécules appariées et 
donc sur la portion des molécules qui vont pouvoir être étendues. La seconde 
caractéristique importante est le nombre de nucléotides d'appariement, c'est-à-dire le 
nombre de nucléotides en 3' de l'amorce qui ne s'apparieront pas à la queue polyA 
mais au simple-brin télomérique. Il est crucial pour que l'amorce soit allongée que ces 
nucléotides s'apparient exactement à la fin du simple-brin, ils servent à positionner 
l'amorce, et parce qu'il y a seulement des dATP et dCTP dans la réaction d'extension, 
c'est seulement lors d'un appariement parfait qu'il y aura extension. Les nucléotides 
d'appariement sont un mélange de combinaison de C ou de A pour qu'ils soient 
complémentaires aux séquences télomériques TG1_3 • Ainsi, l'amorce identifiée 
PolyT8(C/A)2 contient les oligonucléotides PolyT8 CC, PolyT8 AC et PolyT8 CA, 
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l'amorce PolyT10(C/A)2 contientPolyTlO CC, PolyTIO AC et PolyTlO CA, l'amorce 
PolyT14(C/A)3 contient 5 oligonucléotides; POLY T/ACA, POLY T/ACC, POLY 
TICAC, POLY T/CCA et POLY T/CCC, tandis que l'amorce PolyT18 (C/A) a été 
synthétisée avec un C ou un A en 3' (Tableau 2). Ces différentes amorces ont donc été 
utilisées pour optimiser la température d'appariement et d'extension en se servant des 
substrats DUP16 polyadénylé et DUP16PolyA. Les quatre amorces permettent une 
polymérisation jusqu'à la jonction double-brin (+24 nt), aux quatre températures 
utilisées sur un substrat polyadénylé ou contenant déjà une queue polyA (Figure l la et 
11 b ). Par contre, l'efficacité d'extension est différente selon les conditions utilisées. 
On remarque que pour les amorces avec une petite queue polyT, la quantité de 
produits d'extension est beaucoup plus faible à température élevée (Figure l la pistes 
6-9 et 14-17) et qu'inversement, les amorces PolyT14(C/A)3 et PolyT18(C/A) donnent 
plus de produits à température élevée. Ces conclusions sont illustrées dans le Tableau 
3 qui montre le pourcentage de produit d'extension sur la quantité d'oligonucléotide 
total dans les diverses conditions. Il est important de mentionner que dans cette 
expérience, il y a au moins deux facteurs qui influencent le résultat; l'efficacité 
d'appariement de l'amorce et l'efficacité de la polymérase à une température donnée, 
nous mesurons la combinaison de ces deux effets. Les conditions optimales d'amorce, 
d'appariement et d'extension sont selon cette expérience; l'amorce PolyT14(C/A)3 
appariée et étendue à 3 7°C. Ce sont ces conditions qui donnent la meilleure 
efficacité d'élongation utilisant les deux substrats (Tableau 3). À partir de cette 
expérience, nous pouvons également conclure que, peu importe l'amorce ou la 
température utilisée, il y a beaucoup moins de produits finaux lorsque le substrat est 
polyadénylé avec la TdT comparativement à lorsqu'il possède déjà une queue polyA 
(Figure 11 a et 11 b, Tableau 3a comparativement à 3b ). On observe également 
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beaucoup de dégradation des amorces lorsque le DUPI 6 est utilisé (Figure l la pistes 
4,6 et 8 et Figure IOb pistes 2, 4 et 6) et donc que la polyadénylation avec l'enzyme 
TdT semble augmenter la dégradation des amorces dans l'étape d'extension de 
l'amorce. Toutes ces données démontrent que la polyadénylation semble 
problématique et nécessite de l'optimisation. 
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Figure 11 : Optimisation de la température d'appariement et d'extension. 
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Les amorces ont été radiomarquées en 5', appariés, polymérisés et ensuite visualisés sur un gel de 
polyacrylamide 15% dénaturant (matériel et méthodes). Deux méthodes de polyadénylation ont été 
utilisées pour les substrats, l'oligonucléotide DUPl 6PolyA (identifié A) a été synthétisé avec une queue 
polyA, et le DUP16 (identifié+) a été polyadénylée avec la TdT en utilisant les conditions décrites dans 
le matériel et méthodes. L'appariement et l'extension d'amorces ont été effectués aux différentes 
températures indiquées. A) Les pistes 1 et 18 contiennent les amorces seules. Les amorces 
PolyT8(C/A)2 (piste 2-9) et PolyTIO(C/A)2 (pistes 10-17) ont été utilisés pour l'extension dans 
différentes températures d'appariement et d'extension, et en utilisant les deux différents substrats. B) 
Les pistes 1 et 18 contiennent les amorces seules. Les amorces PolyT14(C/A)3 (piste 2-9) et 
PolyTI 8(C/A) (pistes 10-17) ont été utilisés pour l'extension dans différentes températures 
d'appariement et d'extension, et en utilisant les deux différents substrats. 
A) Substrat DUPl 6PolyA pré-polyadénylé 
p t d d r / r l' fd t 1 ourcen aee u pro m o 12onuc eo 1 e to a 
Amorce PolyT utilisée 16°C 23°C 30°C 37°C 
Ts (C/A)2 29,0 17,5 11,9 2, 1 
T10 (C/A)2 28,7 23,2 34,2 11,8 
T14 (C/A)3 10,0 25,2 49,5 73,6 
T1s (C/A) 7,0 25,1 42,7 68,6 
B) Substrat DUPl 6 polyadénylé avec la TdT. 
p t ourcen aee d d r / r lé "d u pro m o 1gonuc ot1 e tota 
Amorce PolyT utilisée 16°C 23°C 30°C 37°C 
Ts (C/A)2 3,9 7,8 5,2 0,9 
T10 (C/A)i 3,7 11,8 8,7 2,1 
T14 (C/A)3 4,3 5,8 8,4 44,3 
Tis (C/A) 3,7 2,6 4,9 5,0 
Tableaux 3 : Détermination de l'amorce et des conditions d'extension qui 
favorisent les produits d'extension. 
Les signaux des amorces radiomarquées de la Figure 11 A) et B) ont été quantifiés en utilisant une 
cassette de détection pour le Phosphorlmager (Storm Imager). Un rapport a été calculé avec le signal 
provenant des produits d'extension et Je signal total dans chaque piste. Ce rapport a été calculé en 
pourcentage(%). A) Les signaux provenant des pistes contenant le substrat DUP16PolyA la Figure 11 
a) et b) ont été analysé. B) Les signaux provenant des pistes contenant Je substrat DUP16 polyadénylé à 
la Figure 10 a) et b) ont été analysés 
Optimisation de la polyadénylation avec la Terminale deoxynucléotidyle 
transférase (TdT). 
La TdT est une enzyme qui catalyse l'incorporation de deoxynucléotides aux 
extrémités 3' OH des molécules d'ADN, double-brin ou simple-brin. Les extensions 
3' simple-brin sont un substrat particulièrement efficace et l'ajout de nucléotides aux 
extrémités franches ou aux extensions 5' est beaucoup moins efficace (Kato et al., 
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1967; Roychoudhury et al., 1976). Pour la technique d'extension d'amorce modifiée, 
la polyadénylation sert à apparier et positionner l'amorce qui, une fois étendue, nous 
permet de mesurer le simple-brin. Il y a deux facteurs qu'il faut optimiser pour que la 
queue poly A soit idéale pour notre essai, premièrement la polyadénylation doit 
s'effectuer sur le maximum de molécule possible pour maximiser l'utilisation de nos 
molécules TRF purifiées (voir Matériel et méthodes), deuxièmement la longueur de la 
queue polyA devrait être suffisante pour apparier les amorces, mais pas trop longue ce 
qui viendrait à séquestrer les amorces dans une position où il est impossible qu'elles 
servent à l'extension. Une façon simple de vérifier si l'ajout d'une queue polyA est 
efficace, est d'utiliser l'oligonucléotide substrat DUPl 6 radiomarqué en 5' et 
d'effectuer les réactions de polyadénylation; si il y a une queue polyA d'ajoutée 
l'oligonucléotide sera plus grand et migrera plus lentement lors d'une électrophorèse 
sur gel d'acrylamide. Il sera alors possible d'estimer la longueur de la queue polyA 
ainsi que la proportion des molécules de substrat qui a été polyadénylée. Lorsqu'on 
effectue l'expérience on peut constater qu'effectivement (Figure 12a), seulement une 
minorité d'oligonucléotides est polyadénylée et la longueur de la queue polyA 
augmente avec le temps, mais pas vraiment l'efficacité. Selon cette expérience, on 
peut estimer qu'il y a moins de 50% des oligonucléotides avec une queue polyA, ce 
qui pourrait en partie expliquer nos difficultés. L'efficacité s'améliore si on utilise 
plus d'enzyme, sauf que dans ces conditions la queue polyA générée sera trop longue. 
De plus, étant donné le coût de l'enzyme commerciale, il est difficile d'utiliser encore 
plus d'enzyme pour nos essais. Malgré le fait que cette étape semble peu efficace, il 
est possible de savoir si les TRF purifiés que nous utilisons sont adéquatement 
polyadénylés. L'expérience consiste à utiliser des TRF comme substrat à la 
polyadénylation, faire migrer ces TRF polyadénylés sur gel d'agarose et ensuite faire 
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une hybridation à l'intérieur du gel avec une sonde spécifique à la queue polyA 
( oligonucléotide polyT). Ainsi, s'il y a polyadénylation, les TRF seront détectables. 
Les résultats présentés à la Figure 12b montrent quand utilisant une sonde PolyT, les 
TRF ne sont pas détectés sans TdT mais qu'en présence de la TdT les TRF 
polyadénylés peuvent être visualisés. La longueur de la queue polyA est dépendante 
de la quantité d'enzyme, du temps de réaction et de la quantité de nucléotides par 
rapport au substrat. En utilisant 45ng de TRF purifiés, il y a une augmentation 
croissante du signal de polyadénylation avec l'augmentation de la quantité de dA TP et 
cela jusqu'à 150µM (Figure 12b, pistes 2, 3, et 4). Les TRF utilisés dans cette 
expérience proviennent d'une souche WT et correspondent à un fragment de 1,2 kb. 
Par contre, le signal est détecté jusqu'à l,6kb ce qui suggère que certaines queues 
polyA sont très longues. Finalement, les conditions optimales pour la polyadénylation 
sont de 50µM de dATP pour 50 ng de TRF purifiés, 40 U de TdT incubée à 37°C 
pendant 20 min (Figure 12b piste 3). 
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Figure 12: Vérification de l'efficacité de la polyadénylation sur un substrat 
oligonucléotide et sur TRF purifiés. 
A) La polyadénylation a été effectuée sur lng de DUP16 radiomarqué en utilisant 250µM de dA TP, 
l'enzyme TdT de GE Healthcare (Baie d'Urfé, QC, Canada) et les réactions ont été incubées à 37°C. 
Les réactions ont été visualisées sur un gel dénaturant de polyacrylamide 15% B) La polyadénylation a 
été effectuée sur 45ng de TRF purifiés de souche WT, utilisant 40U de TdT de Amersham, une quantité 
variable de dA TP et la réaction a été incubée à 37°C pendant 20 minutes. Les TRF polyadénylés ont été 
visualisés par une hybridation à l'intérieur du gel d'une sonde PolyT. 
Il y a une autre particularité de la TdT qui pourrait nous causer des problèmes 
c'est que l'enzyme préfère les extrémités 3' saillantes, mais peut se servir d'extrémité 
franche ou d'extension 5' avec une très faible efficacité (Kato et al., 1967; 
Roychoudhury et al., I 976). II fallait donc vérifier si dans nos conditions, l'enzyme 
pouvait ajouter une queue polyA aux extrémités 5' saillante. Comme la coupure de 
l'enzyme Xhol, qui est utilisée pour générer les fragments de restriction terminaux, 
produit une extrémité saillante de 4 nucléotides en 5 ', il est important de nous assurer 
que ce n'est pas tous les fragments de restriction qui sont polyadénylés. Ceci, parce 
que les TRF sont purifiés en fonction de leurs tailles, mais il y a d'autres fragments de 
restriction de la même taille suite à la digestion de I' ADN génomique avec Xhol qui 
seront co-purifiés. Plusieurs fragments de restriction d' ADN plasmidique ont été 
utilisés ; certains ont été produits par des enzymes de restriction produisant des 
extrémités 5' saillantes, d'autres avec des extrémités 3' saillantes et un fragment 
possédant les deux types d'extrémités (Figure 13a, FI, F2 et F3 respectivement). Les 
fragments FI et F2 ont donc été mélangés et ajoutés à une réaction de TdT pour 
déterminer lequel serait polyadénylé préférentiellement. La même chose a été 
effectuée avec le fragment F3 pour confirmer que la TdT ajoute des dA TP seulement à 
1' extrémité 3' saillante. Dans cette expérience, les fragments qui n'ont pas été 
polyadénylés ne sont pas détectés (Figure 13b piste 1 et 4), tandis que dans les pistes 2 
et 3 les deux fragments sont détectés. Donc, le fragment FI possédant des extrémités 
5' saillantes peut être polyadénylé, cependant cette queue polyA est beaucoup moins 
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détectable que celle observée pour le fragment F2 de 1,3kb. La même conclusion peut 
être faite avec le fragment F3 qui, lorsqu'il est digéré avec l'enzyme EcoRI après la 
polyadénylation (piste 6), nous permet seulement de voir le fragment avec une 
extension 3 ', ou le fragment non-digéré. Ces expériences permettent de conclure 
qu'effectivement, dans les conditions utilisées, la TdT a une préférence marquée pour 
les extensions 3' mais elle peut, dans une faible mesure, utiliser les extrémités 5' 
saillantes comme substrat. 
A) B) 
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Figure 13 : Vérification de la spécificité de la TdT. 
A) Différents fragments d'ADN plasmidique possédant des extrémités saillantes 3' ou 5' ont été 
obtenus suite à la digestion avec des enzymes de restriction. Ces fragments ont servi de substrat à la 
polyadénylation par la TdT afin de déterminer si la polyadénylation s'effectuait seulement aux 
extrémités 3 'saillantes. B) Les fragments d' ADN polyadénylé ont été chargés sur un gel d'agarose et 
suivant la migration, une hybridation à l'intérieur du gel avec une sonde PolyT a été effectuée (voir 
matériel et méthodes). Le fragment F3 polyadénylé a été digéré avec l'enzyme de restriction EcoRI 
pour libérer des fragments de 800pb et 1,3kb à la piste 6. 
Ces expériences nous ont permis d'affirmer que la polyadénylation est une 
étape peu efficace et que les tentatives d'optimisation, notamment en modifiant le 
temps d'incubation, la quantité d'enzyme et la concentration de dATP, n'ont pas 
permis de la rendre beaucoup plus efficace. 
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Finalement, nous avons obtenu un plasmide codant pour la TdT murine 
possédant une étiquette histidine (Boule et al., 1998). L'enzyme a été exprimée et 
purifiée par Catherine Desrosier. Avec cette TdT abordable et disponible en grande 
quantité, il a été possible d'effectuer des expériences nécessitant beaucoup plus 
d'enzyme. L'objectif est d'obtenir une réaction de polyadénylation qui est plus 
efficace, qui permet à un maximum de molécules substrats d'être polyadénylé en 3', et 
surtout qui permet d'avoir une queue polyA d'une longueur adéquate. 
En plus de la TdT recombinante, un tampon mieux approprié à la TdT que le 
One-Phor-AII lx (GE Healthcare, Baie d'Urfé, QC, Canada), un tampon cacodylate 
(Roychoudhury et al., 1976) a été utilisé. L'essai de la TdT recombinante est présenté 
à la Figure 14; une grande quantité d'enzyme (240U), des concentrations de 1, 10 et 
50µM de dATP et de courts temps d'incubation (30 sec à 5 min) ont été les conditions 
de cet essai. Premièrement, on remarque que la concentration de dATP n'a pas 
d'impact sur la longueur de la queue polyA ou sur l'efficacité de polyadénylation. 
Deuxièmement, lorsque le temps de réaction est de 30 sec ou 1 min, il n'y a pas de 
changement de la longueur de la queue polyA, par contre, de 2 à 5 min on note une 
nette augmentation. Une queue polyA de cette taille n'est pas désirable puisqu'il faut 
une queue polyA d'environ 20 nucléotides, suffisante pour l'appariement de l'amorce 
et cette longueur est déjà atteinte après 30 sec de réaction (Figure 14, résultats non 
montrés). Troisièmement, l'efficacité de polyadénylation, calculée à la Figure 14, est 
constante peu importe le temps de réaction et varie peu selon la concentration de 
dATP. Finalement, il est possible d'obtenir une réaction de polyadénylation optimisée 
et idéale pour notre essai d'extension d'amorce modifiée en utilisant la TdT 
recombinante (240U), un cours temps de réaction (1 minute), 50µM de dATP et un 
tampon cacodylate/chlorure de cobalt. Cette réaction permet d'obtenir une efficacité 
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de polyadénylation sur oligonucléotide DUP16 d'environ 70% ce qui est largement 
supérieur à l' efficacité précédemment obtenue (Figure 12, résultats non montrés) . 
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Figure 14: Efficacité de la polyadénylation avec la TdT recombinante. 
L'oligonucléotide DUP16 a été radiomarqué puis 0.026pmol/réaction ont été polyadénylés utilisant 
différentes conditions. La TdT recombinante, purifiée par Catherine Desrosier, a été utilisée à forte 
concentration (240U/réaction) pendant peu de temps (30 sec à 5 min) avec différentes concentrations de 
dA TP et dans un tampon cacodylate (200mM cacodylate de potassium (pH7.0), 0, lmM DTT, lmM 
chlorure de cobalt) pour améliorer l'efficacité. L'efficacité a été déterminée en quantifiant les signaux 
de chaque piste avec l'appareil phosphoimager (GE Healthcare, Baie d'Urfé, QC, Canada) et en 
effectuant un rapport entre les oligonucléotides polyadénylés et le signal total. 
Nous avons également tenté une autre méthode afin de limiter la longueur de la 
queue poly A, nous avons utilisé différentes combinaisons de dA TP et de ddA TP dans 
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la réaction de polyadénylation. Étant donné que les ddA TP ne contiennent pas de 
groupement OH en 3', une fois qu'un ddATP est transféré a l'extrémité 3' du substrat, 
il est impossible pour la TdT d'incorporer d'autres nucléotides ((Kato et al., 1967; 
Ono, 1990; Roychoudhury et al., 1976). De cette façon, selon les proportions de 
dA TP et ddA TP utilisée, nous pouvons contrôler la longueur moyenne de la queue 
polyA. Cependant, même si cette méthode nous permettait de limiter la longueur 
maximale de la queue poly A, une grande proportion de substrats avait une queue 
polyA beaucoup trop courte (<5 nucléotides), donc nous avons abandonné cette 
méthode (résultats non montrés). 
Essai des conditions optimisées pour la réaction d'extension d'amorce. 
Maintenant que les conditions du choix de l'amorce, de l'extension d'amorce et 
de la polyadénylation ont été optimisées, il faut appliquer ces conditions à la réaction 
d'extension d'amorce modifiée pour mesurer le simple-brin télomérique. Les résultats 
sont présentés à la Figure 15. Toutes les extensions ont été effectuées avec l'amorce 
PolyT14(C/A)3 à 30°C pendant 10 min, la polyadénylation avec 240U de TdT pendant 
lmin (sauf indication contraire) dans le tampon cacodylate. La polyadénylation sur 
DUP16 permet d'obtenir la même quantité de produits finaux si elle est effectuée 
pendant 1, 5 ou 15 minutes (Figure 15 pistes 3, 4 et 5). Des TRF provenant des 
souches WT, yku70Li, mre 11 Li et tel 1 Li ont été purifiés et dosés spécifiquement en 
utilisant l'hybridation de type Southern et en comparant les signaux obtenus avec ceux 
obtenus avec un fragment télomérique d'une concentration connue. Les TRF ont été 
traités à l'Exonucléase 1 (+) pour abolir le simple-brin télomérique et ainsi servir 
comme contrôle négatif. Afin de s'assurer que le traitement Exonucléase 1 a été 
efficace, le même traitement a été appliqué aux oligonucéotides DUP16PolyA et 
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DUP16 avant la polyadénylation, ce qui devrait empêcher l'élongation. Comme on 
peut le voir aux pistes 2 et 6, le traitement Exol ne semble fonctionner que 
partiellement, on peut voir l'absence de produit final ou une diminution de l'extension, 
mais pas une disparition complète. Les résultats sont ambigus avec les TRF, le 
traitement à l 'Exol semble diminuer le signal dans certains cas (pistes 10 et 14) mais 
dans d'autres, au contraire il y a un signal d'extension plus fort lorsque les 
échantillons sont traités à l'Exol (pistes 8 et 12). Dans ce contexte, il est difficile 
d'évaluer si l'optimisation des étapes de l'extension d'amorces à permis d'améliorer la 
technique. Toutefois, comme précédemment (Figure 9) on note qu'avec les TRF de 
souche yku70!1 la technique permet une plus grande extension que dans les souches 
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Figure 15: Extension d'amorce modifiée utilisant la TdT recombinante sur 
oligonucléotides et TRF purifiés. 
Les réacti ons d' amorces modifi ées ont été effectuées sur des substrats polyadénylés avec la TdT 
recombinante (240U) incubée à 37°C pour 1, 5 ou 15 min avec l'oligonucléotide D Pl 6 (pistes 2-7) et 
pour 1 min pour les échantillons avec TRF purifi és. La polyadénylation a été effectuée avec 1 µM de 
dA TP et le tampon cacodylate 5x (1 M cacodylate de potassium (pH7.0), 0,5mM OTT, 5mM chl orure de 
cobalt). Selon le dosage spécifique, 0.025pmol de TRF provenant des souches WT, y ku706. , tell 6., 
mrel ID. , a été utili sé, traité ou non à l' Exonucléase 1 (+), dans les pistes 8 à 16. L' extension d' amorce a 
été effectuée utili sant l'amorce PolyT l 4(C/A)3 comme décrit dans la secti on Matéri el et méthodes. 
Afin d'obteni r un résultat plus concluant, il est essentiel que les contrôles 
négati fs fo nctionnent parfa itement et que les traitements avec 1 ' exonucléase abolissent 
le signal d ' extension. Dans cette optique un second traitement a été utilisé pour abolir 
le s imple-brin télomérique, les TRF purifiés ont été tra ités avec la nucléase Mung 
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Bean (NEB, Pickering, ON, Canada) qui est une enzyme endonucléase spécifique au 
simple-brin d' ADN ou d' ARN. Ce traitement peut donc servir de contrôle négatif. 
L'expérience a donc été répétée en utilisant ce nouveau traitement comme contrôle 
négatif en plus du traitement à l'Exonucléase 1. Les oligonucléotides DUP16 et 
DUP16PolyA ont été traités avec l'Exonucléase 1 et l'endonucléase Mung Bean 
(Figure 16). Ces traitements ont été inefficaces puisqu'on détecte des produits 
d'extensions et même des produits d'exten,sions finales, particulièrement dans les 
échantillons traités avec l'Exonucléase 1. Dans Je cas de l'oligonucléotide 
DUP16PolyA les traitements à la nucléase semblent mieux fonctionner, ils réduisent 
grandement ou totalement la queue polyA et donc éliminent les produits d'extension 
(Figure 16 pistes 6 et 7). L'extension d'amorce effectuée sur TRF purifiés semble 
également s'effectuer même lorsque les TRF sont traités à l'Exonucléase 1 ou la Mung 
Bean et l'intensité de cette extension est constante. De plus, il est difficile d'observer 
une différence dans l'extension sur les TRF WT ou yku70!!:.. En regardant l'ensemble 
de cette expérience (Figure 16), on remarque que dans tous les échantillons traités à la 
TdT (Pistes 2 à 4 et 8 à 9) l'amorce PolyT14(C/A)3 est étendue d'environ 9 ou 10 
nucléotides et cette extension semble constante, même lors des traitements avec 
nucléase. Il s'agit peut-être d'une extension non spécifique qui provient d' ADN 
contaminant dans la purification de la TdT. Pour tenter de régler ce problème 
l'enzyme TdT a été re-purifié en incluant une étape de précipitation des acides 
nucléiques. Même avec cette étape supplémentaire de purification, Je résultat de 
l'extension d'amorce modifiée était le même: il y avait encore de l'extension non-
spécifique (résultats non montrés). Le problème d'extension non-spécifique pourrait 
également provenir de la purification de TRF, nous avons donc tenté d'utiliser d'autres 
méthodes de purification. 
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Figure 16: Extension d'amorce modifiée sur oligonucléotides ou TRF purifiés, 
traité ou non à l'Exonucléase 1 ou la nucléase Mung-Bean. 
La polyadénylation et l'extension d'amorce ont été effectuées comme à la Figure 15. Les 
oligonucléotides contrôles ont été utilisés pour contrôler la polyadénylation et l'extension (voir Figure 
9), mais également pour contrôler la digestion des nucléases qui a été faite avant la polyadénylation. Le 
DUP16 (pistes 2) a été traité à l'Exonucléase I (E) et à la Mung Bean (MB) pendant 16h à 37°C dans les 
pistes 3 et 4. Les mêmes conditions ont été utilisées pour le DUP16PolyA dans les pistes 5, 6 et 7. Les 
TRF purifiés (O. l 25pmol) de souche WT ou yku70ti ont également été traité avec les nucléases avant la 
polyadénylation (piste 9, 10, 12 et 14). 
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Essai de purification des TRF par chromatographie d'exclusion diffusion. 
La purification de TRF a toujours constitué une étape difficile, principalement 
à cause de la petite quantité de TRF récoltée par extraction de gel d'agarose. 
Évidemment, la proportion d' ADN correspondant aux TRF comparativement aux 
autres fragments d' ADN génomique est très petite, il faut donc avoir une grande 
quantité d' ADN de départ et un procédé de purification Je plus efficace possible. La 
purification de TRF de cellules humaines a déjà été effectuée par chromatographie sur 
gel d'exclusion diffusion (Griffith et al., 1999). Cette méthode permettait un 
enrichissement d'environs 1000 fois et contenait 85 à 90% de séquences télomériques. 
Évidemment, dans les cellules de mammifères les TRF générés en coupant avec un 
mélange d'enzymes de restrictions sont beaucoup plus grands que le reste des 
fragments de restriction (de Lange et al., 1990). Il était donc possible pour les auteurs 
d'utiliser la chromatographie d'exclusion pour exclure les autres fragments de 
restriction et de séparer les TRF selon leurs tailles. Notre objectif était d'utiliser la 
même méthode, mais étant donné que nous voulions enrichir des TRF de levure, qui 
sont plus courts que la majorité des fragments de restriction, nous devions trouver une 
façon de séparer les fragments d' ADN de 1-l ,5kb du reste des fragments, 
majoritairement de plus grandes tailles. Nous avons donc tenté d'utiliser le même 
procédé afin de purifier une plus grande quantité de TRF. 
D'abord, pour évaluer la faisabilité de cette méthode de purification pour les 
TRF de levure, un marqueur d' ADN a été appliqué à une colonne de Sephacryl S-500 
afin de déterminer la résolution de la séparation des fragments d' ADN selon leurs 
tailles. Le résultat de cette purification par chromatographie est illustré à la Figure 17, 
en A) est représenté le graphique de la densité optique en fonction du volume d'élution 
et en B) on visualise quels fragments d' ADN sont présents dans chaque fraction. Le 
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graphique de la purification montre qu'aux fractions 15 à 21 les fragments d'ADN qui 
ne pénètrent pas dans la matrice du gel sont élués et que par la suite d'autres fragments 
qui ont été retenus dans la matrice à cause de leurs tailles plus petites sont élués, 
conformément au principe de gel d'exclusion. La densité optique à 260nm corrèle 
bien avec la présence d' ADN (Figure 17, A et B), ainsi le contenu des fractions en 
ADN est analysé. On remarque qu'effectivement, les fragments les plus grands sont 
élués en premier et que les plus petits se retrouvent dans les fractions subséquentes. 
Pour nous permettre de purifier des TRF, cette méthode devrait séparer les fragments 
d'environs 1-1,2kb des fragments plus petits et plus grands. Cependant, l'élution des 
fragments de lkb se fait dans les fractions 17 à 25, dans les mêmes fractions que les 
fragments beaucoup plus gros. Alors dans ce contexte, il est impossible de purifier 
efficacement les TRF, par contre, on note que les fragments d' ADN plus petits que 
500pb sont efficacement isolés des fragments plus gros (Figure 17b fractions 24 à 34). 
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Figure 17: Chromatographie d'exclusion sur un marqueur d'ADN. 
La chromatographie a été effectuée telle qui a été décrit dans la section matériel et méthode, avec la 
résine Sephacryl S-500. SOµg du marqueur d' ADN, lkb ladder plus (Invitrogen), ont été appliqué sur la 
colonne et les fractions (0.Sml) 13 à 34 ont été récupérées, l' ADN a été précipité et chargé sur un gel 
d'agarose 1% A) Le graphique représente l'absorption à 260nm et 280nm (en mili-unité arbitraire 
mAU) lors de l'élution et permet de détecter les fractions contenant!' ADN. B) Le gel d'agarose a été 
coloré avec du bromure d' éthidium afin de détecter l 'ADR 
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À partir de ces résultats, nous avons élaboré une stratégie ayant pour but de 
purifier des TRF plasmidiques avec cette méthode de purification. L'objectif était de 
déterminer si l'investissement de temps et d'argent nécessaire à l'adaptation de cette 
méthode à la purification de TRF natif était justifié. Nous avons donc transformé des 
souches de levures avec le plasmide YLpF A Tl 0 qui selon les données publiées (voir 
matériel et méthodes (Wellinger et al., 1993b)) devrait posséder des télomères 
équivalant à des télomères natifs pour ce qui est du simple-brin terminal. La structure 
terminale de ce plasmide permet de générer des TRF avec l'enzyme EcoRI. Ces TRF 
mesurent entre 250-300pb dans une souche WT et environ 50pb dans une souche qui a 
normalement les télomères courts (données non montrées). Ces tailles de TRF nous 
permettent donc de tenter leurs purifications avec la méthode de chromatographie sur 
colonne de filtration sur gel. Alors, !'ADN total de plusieurs souches d'intérêts a été 
extrait et digéré EcoRI pour générer des TRF natifs et plasmidiques (matériel et 
méthodes). L' ADN digéré a été appliqué sur la colonne de filtration sur gel. Une fois 
le chromatogramme obtenu, les fractions contenants !'ADN ont été identifiées et 
précipitées. L' ADN récupéré a été migré sur gel et une hybridation de type Southern 
nous a permis de visualiser les séquences télomériques (Figure l 8A). Toutes les 
bandes visualisées par l'hybridation des séquences télomériques correspondent à des 
fragments de restriction de !'ADN génomique ou plasmidique. Ces fragments 
contiennent des séquences télomériques et ont été générés suite à la digestion avec 
EcoRI. Comme dans le cas d'un marqueur d' ADN, les fragments de restriction plus 
grands sont élués dans les premières fractions alors que les fragments plus petits sont 
retrouvés dans les fractions plus tardives. Afin d'analyser la répartition des fragments 
selon leurs tailles et selon la fraction d'élution ou ils ont été recueillis, des fragments 
de différentes tailles ont été choisis pour la quantification. Donc des fragments de 7, 
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4,5 et 1 kb ont été quantifiés, de même que la bande correspondant aux TRF 
plasmidiques (Figure 18A, TRF de YLpF A Tl 0). Ces quantifications ont été portées 
sur un graphique (Figure 18B) ou on peut constater que la majorité des TRF 
plasmidiques se retrouve dans les fractions 25 à 35 et que dans ces fractions il n'y a 
seulement qu'une faible proportion des fragments plus grands. Alors, il est possible 
par cette méthode de purification par chromatographie de récupérer la grande majorité 
des TRF plasmidiques d'une souche aux télomères courts, tout en excluant la plupart 
des autres fragments de restrictions. La même procédure a été effectuée pour les 
souches WT afin de déterminer dans quelles fractions se retrouve les TRF de 
YLpFATlO et la purification a été faite avec les souches WT, tellô et yku70ô. 
L'étape suivante a été de faire la technique d'extension d'amorce modifiée sur ces 
TRF plasmidiques pour voir si cette méthode de purification, en plus de permettre de 
purifier plus de TRF à partir d'une plus grande quantité de TRF, permet également 
d'utiliser efficacement cette technique. 
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Figure 18: Purification de TRF plasmidiques d'une souche mrellA par 
chromatographie d'exclusion. 
L'ADN total (lOµg) d'une souche mrellô. contenant le plasmide YLpFATlO a été digéré et appliqué 
sur une colonne d'exclusion (voir matériel et méthode). Les fractions ont été récoltées, mis sur gel, et 
une hybridation de type Southern a été effectuée. A) La membrane hybridée avec une sonde 
télomérique. Les carrés rouges représentent les régions quantifiées avec le logiciel imagequant (GE 
Healthcare, Baie d' Urfé, QC, Canada). B) Un graphique illustrant les quantifications effectuées en A) 
pour montrer la répartition des fragments d' ADN selon les fractions. Les signaux obtenus pour un 
même fragment ont été additionnés et ensuite le signal pour chaque fraction a été rapporté sur le total. 
Pour vérifier si cette méthode de purification est adéquate, l'extension 
d'amorce modifiée a été effectuée sur les TRF plasmidiques purifiés de souche WT et 
tell A ainsi que sur les autres fractions de purification contenant les fragments de 
restriction non-terminaux pour servir de contrôle négatif (Figure 19). L'extension a 
été faite avec les différentes amorces décrites à la Figure 11 et dans les tableaux 2 et 3. 
Ces résultats sont présentés à la Figure 19, le contrôle DUP16PolyA montre que la 
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polymérisation avec la T4 ADN polymérase fonctionne bien. En comparant les 
produits d'extension obtenus en utilisant 0.04pmol de répétitions GT de TRF 
plasmidiques purifiés de souche WT ou tell Ll, on note que peu importe l'amorce 
utilisée, il y a une extension d'intensité et de longueur similaire pour les deux souches. 
Par contre, cette extension est toujours présente dans les échantillons traités à 
l 'Exonucléase I (pistes 10, 14 et 16), et dans les fractions qui ne contiennent pas où très 
peu de TRF (pistes 13-16). Toutefois, cette extension semble diminuer suite aux 
traitements. Également, il est important de noter que les amorces plus longues, 
PolyT14(C/A)3 ou PolyT18(C/A), sont partiellement dégradées en 3', comme il est 
possible d'observer à la Figure 11. Finalement, la purification par chromatographie de 
filtration sur gel permet de purifier des TRF plasmidiques mais ceux-ci ne semblent 
pas plus efficaces comme substrat dans la technique d'extension d'amorce modifiée. 
En résumé, les résultats obtenus permettent d'affirmer que les meilleures 
conditions sont d'utiliser une amorce avec plusieurs nucléotides d'alignement à 
température élevée, d'utiliser une grande quantité d'enzyme TdT pendant un court laps 
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Figure 19: Résultat de la technique d'extension d'amorce modifiée sur TRF 
plasmidiques purifiés par chromatographie. 
La technique d'extension d'amorce modifiée a été réalisée comme à la Figure 12. Les amorces 
PolyT8(C/A)i (T8), PolyTIO(C/Ah (TIO), PolyT14(C/A)J (T14), et PolyT18(C/A) (T18) ont été 
utilisées pour faire l'extension sur TRF plasmidiques purifiées (0.04pmol) par chromatographie 
provenant de souche WT (W) ou tell/1 (t). Les TRF de souche WT sont dans les pistes 3, 5, 7, 9 et 10 
et les TRF de souche tell/1 dans les pistes 4, 6, 8, 11et12. Les TRF des pistes 10 et 12 ont été traités à 
l'Exonucléase 1 pour éliminer le simple-brin télomérique. Les échantillons des pistes 13 à 16 ont subi 
les mêmes traitements et réactions que les pistes 9 à 12, cependant, au lieu des fractions de purification 
contenant les TRF plasmidiques, les autres fractions ont été rassemblées. Donc dans les pistes 13 et 14, 
les réactions ont été effectuées sur les fractions de purification contenant les fragments de restrictions 
non-terminaux de la souche TRF WT, et les pistes 15 et 16 de la souche tell/1. La même quantité 
d' ADN a été utilisée dans les pistes avec TRF purifiés que dans celles avec les autres fractions de 
purification. La piste 1 contient les amorces radiomarquées qui ont servi à l'extension. Selon l'amorce 
utilisée et son nombre de nucléotides d'alignement, l'extension débute à la position + l ,+2 ou +3 
relativement au début du simple-brin télomérique. 
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Chapitre 2 
Étude des modifications d'expression génique suite à la perte du gène 
essentiel CDC13. 
Préambule: 
Le gène CDCJ 3 est un gèrie essentiel qui code pour la protéine Cdc13p qui est 
le facteur principal de la protection des télomères. En absence de cette protéine, ou de 
sa fonction de protection, les télomères sont rapidement dégradés. Récemment, notre 
laboratoire ainsi que deux autres, ont démontré qu'il est possible aux levures de vivre 
en absence de cette protéine essentielle dans différents contextes. Michel Larrivée 
dans le laboratoire de Dr. Wellinger a réussi à obtenir des cellules indépendantes de la 
télomérase et indépendantes de Cdc l 3p. Il est important de comprendre comment ces 
cellules font pour s'adapter à l'absence de capuchon télomérique. Nous voulons 
comprendre ce qui permet aux cellules de s'adapter et nous avons émis l'hypothèse 
que des changements d'expression de certains gènes pourraient permettre à une faible 
proportion des cellules de survivre sans Cdc 13p. 
Objectif spécifique : 
Dans cette partie, nous voulons analyser par puce à ADN les différences 
d'expression génique dans les cellules survivantes sans Cdc 13p. Les objectifs de cette 
expérience étant d'identifier les gènes dont l'expression est modifiée en absence de la 
protéine essentielle Cdc13p et ainsi trouver les gènes qui sont importants pour le 
phénomène d'adaptation. Pour effectuer cette analyse, l' ARN total doit être extrait et 
la qualité de cette préparation doit être vérifiée afin de s'assurer que les résultats seront 
représentatifs des niveaux d'expressions dans les cellules. Ensuite, l'analyse des 
résultats de l'hybridation de la puce à ADN devrait permettre d'identifier les gènes 
dont l'expression est la plus modifiée dans les cellules et à partir de cette liste, une 
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sélection doit être faite selon les fonctions connues de ces gènes afin d'établir une liste 
des gènes les plus susceptibles d'avoir un impact dans les cellules .lil3. Une étape 
importante du projet est également de confirmer les résultats obtenus par hybridation 
sur puce à ADN en utilisant d'autres techniques, notamment l'hybridation de type 
Northem. Ainsi, l'expression des gènes présents sur la liste de gènes susceptibles 
identifiés par puce à ADN sera analysée par hybridation Northem en comparant 
l'expression dans les souches de survivants avec Cdcl3p et en absence de Cdcl3p. 
Matériel et méthodes 
Voir le chapitre 1 pour la description des techniques de culture de bactérie, culture de 
levure, manipulation d'acide nucléique, purification d' ADN de levure, radio marquage 
par extension d'amorce et gels de télomères. 
Transformation de levure 
Il est possible de transformer de l' ADN (plasmidique ou un fragment linéaire) 
dans les levures en utilisant la méthode LiAc/ssDNA/PEG (Gietz et Woods, 2006) à 
partir de colonies, d'une culture liquide saturée ou une culture liquide en phase 
exponentielle pour une efficacité grandement supérieure. Les cellules, après lavage, 
sont resuspendues dans 50uL d'une solution contenant de l'acétate de lithium 
(TE/LiAc : 1 OmM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 0, 1 M acétate de lithium). À cette 
suspension, les solutions suivantes sont ajoutées : l' ADN à transformer (1 à 20µg), 
50µg d' ADN simple-brin provenant du sperme de saumon pour servir de transporteur 
(ssDNA), et 300µL d'une solution de PEG 4000 40%. Les cellules sont ensuite 
incubées à 30°C pendant au moins 30 minutes et après à 42°C pendant 15 minutes. 
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Finalement, les cellules sont centrifugées et resuspendues dans l'eau, pour ensuite être 
étendues sur un Pétri de milieu sélectif approprié. 
Souches 
Les souches de survivants télomérase indépendant et de ~13 ont été générées 
suite à des microdissections de la souche ML Y 1 OO (Larrivee et Wellinger, 2006) 
préalablement transformée avec pcdc 13-1. Cette souche provient de la souche 
UCC3535 (MATa!MATO!. tlcln::LEU2/TLCJ ade2-JOJ/ade2-101 leu2-1ll/ leu2-1ll lys2-
801/lys2-801 ura3-52/ura3-52 trpl-n63/ trpl-/J.63 his3/J.200/ his3/J.200 DIA5-1/DIA5-J) 
(Wellinger et al., 1996) dans laquelle la région codante (+57 à +2361) pour le gène 
CDCJ 3 a été remplacée par le gène natR. La souche mms2~ a été générée à partir de 
la souche ML YIOO transformée avec pcdcl3-1 contenant l'allèle thermosenssible de 
CDCJ 3 afin de nous permettre de perdre graduellement les fonctions de la protéine 
Cdc13p, dans laquelle nous avons remplacé la région codante du gène MMS2, dont 
nous voulons étudier l'impliquation dans le phénomène d'adaptation, par le gène de 
résistance KanMx. Nous avons ensuite isolé par microdissection une souche avec le 
génotype cdcl3iJ::natR, tlcl!J.::LEU2, mms2iJKanMX, ade2-101/ade2-JOJ leu2-J.ll 
leu2-M lys2-801/lys2-801 ura3-52/ura3-52 trpl-!J.63/ trpl-iJ.63 his3!J.200/ his3/J.200 
DIA5-1/DIA5-l. Les souches identifiées WT proviennent de la microdissection de la . 
souche ML YI OO et les allèles de type sauvage. 
Plasmides 
Les manipulations d' ADN comme les digestions avec enzyme de restriction, 
les ligations, les purifications de fragments ont été effectuées selon (Sambrook et al., 
1989) ou selon le protocole des compagnies où les réactifs ont été achetés. 
Les plasmides pDNL4, pHUGl, pMMS2 et pPTC2 ont été construits en 
amplifiant par PCR les gènes et en ajoutant des sites pour des enzymes de restriction. 
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Ces sites de restrictions permettent d'introduire ces inserts dans le plasmide pRS423 
(Christianson et al., 1992). Les PCR ont été effectués avec 2,5U de polymérase Pfu 
(Catherine Desrosier, département de microbiologie et infectiologie), 20pmol de 
chaque amorce, 200µM de dNTP et une quantité variable (10-50ng) d'ADN 
génomique de levure. Le fragment contenant le gène DLN4 a été amplifié en utilisant 
les amorces Spel DNL4 FOR (GCTACTAGTGGGCTGAAGAGGAATGGTTG) et 
DNL4 bamhl REV (ATAGGATCCCGTTTCAAATGGGACCACAG). Le fragment 
de 3, 7kpb résultant contient 668pb avant le début de l'ORF jusqu'à 183pb après le 
codon de terminaison. Le fragment contenant le gène HUG 1 à partir de 684pb avant 
le début de l 'ORF jusqu'à 219pb après la fin est de l, 1 kpb et il a été amplifié avec les 
amorces Spel HUGl FOR (GCTACTAGTCCACGAGAAGTTGAAGAGGG) et 
HUG 1 bamh 1 REV (AT AGGA TCCCGGATGACTTCCCAAAA TGG). Les amorces 
Spel MMS2 FOR (GCTACTAGTGAGGGTTGTTCGCAATTCCT) et MMS2 bamhl 
REV (A TAGGA TCCGAGGACCGTTGCAAGGA TTG) ont été utilisées pour 
amplifier une région de l,4kpb à partir de 661pb avant l'ORF jusqu'à 206 pb après la 
fin de l'ORF. Les fragments DLN4, HUGJ et MMS2 ont été digérés avec les enzymes 
Spel et BamHI (NEB, Pickering, ON, Canada) pour être introduit par Iigation avec la 
T4 ADN ligase (Catherine Desrosier, Université de Sherbrooke) dans le vecteur 
pRS423 digéré de la même façon. Le fragment contenant PTC2 ainsi que 1024 pb 
avant l'ORF et 160pb après, d'une longueur de 2,6kb a été produit par PCR en 
utilisant les amorces PTC2 sac II FOR 
(A TCGTGCCGCGGGGCTCGAAA T AACGAACACAG) et PTC2 bamHI REV 
(A TAGGA TCCTTCAAGCGTCAAACTGCA TC). Ce fragment a été cloné en 
utilisant les enzymes Sacll et BamHI et le vecteur pRS423 digéré avec les mêmes 
enzymes. 
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Les plasmides utilisés pour complémenter sont pAZl (identifié pTLCl) 
(Singer et Gottschling, 1994) et pVL438 (identifié pCDC13), les plasmides vides 
utilisés sont pRS3 l 4 et pRS3 l 6. 
Extraction d 'ARN total 
L' ARN total pour les puces à ADN (microarray) et pour les hybridations de 
type Northern, a été extrait selon la méthode utilisant des billes de verre (Rose, 
1990). Brièvement, de 10 à 50ml de culture de levure en milieu de phase 
exponentielle (DO = 1.0) est centrifugée à 2000 x g. Le culot de cellules est ensuite 
lavé 2 fois dans le tampon LETS (0, 1 M chlorure de lithium, 1 OmM EDTA, 1 OmM 
Tris-HCI pH 7,4, 0,2% SOS) à 4°C et il est ensuite resuspendu dans 300uL de LETS et 
300 de phénol/chloroforme. Des billes de verre sont ensuite ajoutées jusqu'à ce que le 
niveau des billes atteigne 2mm du ménisque et la paroi des cellules est brisés alternant 
30 sec de vortex et 30 sec de repos sur glace. Cette routine est répétée environ 10 fois 
et ensuite le liquide est récupéré des billes, les billes sont lavées avec 200mL de LETS 
froid et tout le liquide récupéré est centrifugé 5min a 13 000 x g à 4C. La phase 
aqueuse est récupérée, et 2 extractions au phénol-chloroforme suivies d'une extraction 
au chloroforme sont effectuées de la même façon en récupérant la phase aqueuse à 
chaque fois. L'ARN présent dans la phase aqueuse est précipité en utilisant 2 volumes 
d'éthanol 100% additionnés de 0,5M de chlorure de lithium. Le culot est lavé dans 
l'éthanol 70%, séché, et resuspendu dans de l'eau bidistillé traité au DEPC (Sambrook 
et al., 1989). L' ARN total est alors quantifié avec le spectrophotomètre. 
Buvardage de type Northern 
Le buvardage de type Northern est effectué pour transférer de I 'ARN sur une 
membrane de nitrocellulose afin de l'hybrider avec une sonde spécifique. Cette 
technique peut être utilisée pour évaluer l'expression d'un gène en utilisant !'ADN 
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total d'une souche et en hybridant avec une sonde spécifique pour le gène à étudier. 
Brièvement, la technique consiste à faire un gel d'agarose formadehyde 6 %/MOPS lx 
(1 Ox : 0,4M d'acide morpholinopropanesulphonique, 0, 1 M acétate de sodium, 1 OmM 
EDTA, pH ajusté à 7.2) et à faire séparer 20-30µg d'ARN total (tampon de 
chargement : 50%(v/v) formamide, lx MOPS, 6% formaldéhyde) dans du tampon 
MOPS lx. L' ARN est ensuite transférée sur une membrane de nitrocellulose (GE 
Healthcare, Baie d'Urfé, QC, Canada) par capillarité (voir Hybridation de type 
Southern) en utilisant une solution de 20xSSPE (3,6 M chlorure de sodium, 0,2 M 
phosphate de sodium dibasique, 20mM EDT A, pH 7, 7) ou une solution de 1 Ox SSC 
(1,5M chlorure de sodium, 0,15M citrate de sodium). Une fois !'ARN transférée elle 
est pontée à la membrane par rayonnement UV. L'hybridation avec une sonde radio 
marquée s'effectue à une température approprié (65°C), après lh de pré-hybridation, 
dans une solution d'hybridation (5x SSPE, 5x Denharts, 0.5% (v/v) SOS, 20mg/mL 
d' ADN de sperme de hareng). La membrane est ensuite lavée (2x SSPE, 0, 1 % (v/v) 
SOS) et exposée dans une cassette de détection pour Je Phosphorlmager (Storm 
Imager). Toutes les solutions sont préparées avec de l'eau bidistillée traitée au DEPC. 
Buvardage de type Southern 
Le buvardage de type Southern permet Je transfère d' ADN sur une membrane 
de nitrocellulose et à l'hybridation spécifique de !'ADN présent sur cette membrane 
avec une sonde. Ce protocole a été effectué selon des méthodes établies (Reed et 
Mann, 1985; Sambrook et al., 1989; Southern, 1975) et a été principalement utilisé 
pour caractériser les télomères (Chapitre 1, gel de télomères). 
Croissance par dilution en série (spot tests) 
Les souches à étudier sont cultivées en milieu liquide jusqu'en phase 
exponentielle (environ une concentration de lxl07 cellules/mL) et des dilutions d'un 
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facteur de 10 sont faites à partir de cette culture pour obtenir des concentrations de 
lx107 cellules/mL jusqu'à lx103 cellules/mL. Une petite quantité (3-5µL) de ces 
dilutions est déposée sur un milieu solide qui peut contenir un agent endommageant 
l' ADN pour comparer les souches sur leurs sensibilités à de tel agent. 
Analyse transcriptionnelle par puce à ADN (microarray) 
Toutes les manipulations faites à partir de l' ARN total ont été effectuées par la 
plateforme de génomique fonctionnelle du Centre d'innovation Génome Québec et 
Université McGill (http://www.genomequebecplatforms.com) selon les protocoles et 
procédures en vigueur (Résumé à la Figure 20). Les résultats ont été obtenus à partir 
site internet NANUQ (https://genomequebec.mcgill.ca/nanuq) et ont été analysés à 
partir des outils fournis sur ce site et selon les directives contenues dans les tutorats. 
























Figure 20 : Procédé utilisé pour l'expérience d'hybridation sur puce à ADN. 
D'abord, l' ARN total est extrait d'une culture de cellules en phase exponentielle. L' ARN est ensuite 
converti en ADNc double-brin par une réaction de transcription inverse, ces ADNc sont stables et 
peuvent être conservé. Pour effectuer l'hybridation sur puce, l' ADNc est converti en ARN par une 
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réaction de transcription in vitro en incluant des molécules d'uracile liées à la Biotine. Donc l' ARNc 
est biotinylé et ensuite fragmenté en petit fragment de 30-400 bases pour être hybridé sur la puce. 
Après des étapes de lavage, les ARNc hybridés à la puce sont détectés avec une molécule fluorescente 
qui colle à la biotine (streptavidine liée au fluorofore Cy5). Finalement, la puce est balayée avec un 
laser et l'information est transférée dans un ordinateur pour la quantification des signaux et ainsi 
mesurer le niveau d'expression des ARN m. 
Génération de survivants indépendants de la télomérase (Lundblad et Blackburn, 
1993) 
Une levure diploïde hétérozygote qui possède un allèle TLCJ deleté, est 
sporulée et les spores sont séparés par microdissection (Rose, 1990). Étant donné que 
chaque délétion est effectuée en intégrant un marqueur de sélection à la place du gène 
d'intérêt, il est possible de sélectionner les spores qui contiennent les mutations 
recherchées. Donc, selon les marqueurs de délétion, les spores possédant l'allèle 
déleté (ex: TLCJ::LEU2) en combinaison avec d'autres mutations, si nécessaire, sont 
identifiés. L'identification des clones est effectuée en vérifiant la croissance de 
chaque spore sur milieu sélectif afin de déterminer la ségrégation des allèles. Une fois 
les spores possédant le bon génotype sont identifiés, ces spores sont poussés sur milieu 
solide en effectuant plusieurs passages. Pour les souches sans t~lomérase active (ex : 
tlcIJ), on compte généralement environ 20 générations lorsqu'il y a développement 
d'une colonie (1-2mm de diamètre). Normalement, on observe un arrêt de croissance 
normal et une accumulation de petites colonies après 3-4 passages. Sur de telles boites, 
on peut récupérer des colonies de taille normale qui ont des cellules survivantes qui 
maintiennent leurs télomères de façon alternative, de type 1 ou Il. Après 5 passages 
(1 OO générations), les colonies de survivants sont poussées en liquide pour extraire 
!'ADN et identifier leur type de survivants par gel de télomère et hybridation de type 
Southern. 
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Génération de survivants qui vivent et prolifèrent en absence de Cdc13p 
(Larrivee et Wellinger, 2006) (Figure 21). 
À partir de souches survivantes qui maintiennent leurs télomères de façon 
alternative, il est possible d'isoler des clones qui poussent en absence de Cdcl3p. 
Une souche possédant une délétion du gène CDCJ 3, complémenté par un plasmide 
contenant l'allèle cdcl3-I1s, ainsi qu'une délétion du gène TLCJ, est utilisé pour 
générer des survivants de type 1 et de type Il à 23°C qui est une température 
permissive pour l'allèle cdcl 3-1 (Nugent et al., 1996). Ces survivants peuvent être 
poussés sur milieu solide (YEPD) pour plusieurs passages, à des températures de plus 
en plus restrictives pour cdcl3-l (26, 30, 34 et 37°C) et de cette façon il est possible à 
chaque passage d'identifier des colonies qui peuvent pousser à cette température. 
Finalement, une colonie qui pousse à 37°C est striée sur milieu contenant du FOA 
(Boeke et al., 1987) qui ne permet pas aux cellules de conserver le plasmide cdcl3-l 
puisque celui-ci contient également le gène URA3. Après 1 ou 2 passages sur milieu 
avec du FOA, la souche est considérée comme« ~13 »et n'exprime plus, sous aucune 
forme, la protéine CDCI3p. Alternativement, les souches de départ poussées à 23°C 
en milieu liquide sont diluées et incubées à 30°C pour 24-48h, ensuite une quantité de 
cellules est déposée sur milieu solide et incubé à 37°C. Les colonies obtenues à 37°C 
sont striées sur milieu contenant du FOA et les colonies obtenues sont considérées 
télomérase et CDCI3p indépendantes. Il est également possible de générer des 
souches « ~13 » à partir de souches possédant la télomérase qui maintiennent leurs 
télomères de façon normal (WT). 
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Figure 21 : Génération de cellules indépendantes de Cdcl3p à partir de 
survivants de type 1 et de type II 
Adapté de (Larrivee et Wellinger, 2006), 
Détermination de la fréquence d'apparition de cellules capables de survivre en 
absence de Cdcl3p (Larrivee et Wellinger, 2006) 
Cet essai permet de déterminer la fréquence de l'événement (ou de la 
succession de plusieurs événements) qui permet à une cellule de survivre en absence 
de Cdc13p. À partir d'une souche dans laquelle CDCJ3 est remplacé par un gène 
marqueur et qui a le plasmide pcdc13-l, il faut déterminer la fréquence à laquelle une 
cellule exposée à une température restrictive pour cdcl 3-ls (30°C) sera en mesure de 
s'adapter pour survivre et proliférer en absence de Cdcl3p. Les cellules sont d'abord 
poussées à 23°C en liquide jusqu'à saturation et ensuite diluées (environ à 0.2 
cellules/mL) et exposées à 30°C pendant 24h. Après cette exposition, une quantité 
donnée de cellules (déterminée par densité optique ou par compte de cellule à l'aide 
d'un hémacytomètre) est étendue sur deux Pétris de milieu solide qui sont incubés à 
23°C (généralement lx103 cellules/Pétri) et à 37°C. (Généralement lx108-9 
cellules/Pétri) pour plusieurs jours. D'abord la fréquence de survie est déterminée en 
comptant le nombre de colonies qui poussent sur les Pétris à 23°C divisé par la 
quantité de cellules totales qui a été étendue sur Pétri. Ensuite la fréquence 
d'adaptation à la perte de Cdcl3p est calculée en comptant les colonies qui poussent à 
3 7°C sur la quantité total de cellules sur le Pétri et on divise ce taux par la fréquence 
de survie. De cette façon, la fréquence d'adaptation tient en compte seulement les 
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cellules qui ont survécu à l'exposition à température restrictive. Les mêmes résultats 
sont obtenus si des Pétris contenant du 5-FOA sont utilisés au lieu de l'exposition à 
37°C pour se débarrasser des fonctions de Cdcl3p. 
Test de fluctuation (Loria et Delbruck, 1943) 
Ce test est effectué afin de déterminer le taux d'adaptation à la perte de Cdc13p 
par cellule par division cellulaire. Le même type de souche est nécessaire que pour 
détermination de la fréquence d'apparition de cellules capable de survivre en absence 
de Cdc13p. 
Pour une même souche, 20 cultures en milieu liquides sont ensemencées à 
partir d'une colonie et poussées à 23°C jusqu'à saturation. Ces cultures sont ensuite 
diluées (environ à 0.2xl07cellules/mL) et incubées à 30°C pour 24h. Pour chaque 
culture, la concentration de cellules est déterminée et une quantité fixe (variant de 
1x104 à 3x 105 cellules/Pétri) est déposée sur un Pétri de milieu solide et incubée à 
37°C, ceci pour chaque culture (20). Après plusieurs jours (4-5), la quantité de Pétri 
sur lesquels ont poussé des colonies est comptée. Le calcul du taux d'adaptation est 




A= Taux d'adaptation par cellule par 
division 
N= 
Nombre d'expérience ou il n'y a 
aucune cellule adaptée (Nombre de 
Pétri sans colonies) 
Nombre d'expérience ou il y a des 
cellules adaptées (Nombre de Pétri 
avec colonies) 
M= Nombre de cellule dans chaque 
expérience (quantité de cellules par 
plate) 
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Les tests de fluctuation ont été effectués sur différentes souches portant des 
mutations ou des plasmides de surexpression de façon à faire varier l'expression de 
certains gènes et d'observer l'effet de ces différences d'expression sur le taux 
d'adaptation à la perte de Cdc13p. 
Résultats 
Afin de faciliter l'interprétation des résultats de l'hybridation sur puce à ADN, 
nous avons décidé d'utiliser des souches survivantes adaptées à la perte de Cdc13p 
mais qui par la suite ont été transformées avec un plasmide codant pour TLCI. Les 
souches à comparer différaient les unes des autres par le fait quelles contenaient ou 
non le gène CDCJ 3 (Figure 22). Bref, nous avons utilisé trois souches identiques à 
celles utilisées dans la Figure 23et la Figure 24A) (Voir matériel et méthodes 
section« Génération de survivants qui vivent et prolifèrent en absence de Cdc13p »). 
Nous allons donc comparé les souches avec le génotype suivant: ~13-1 tlcLl 
cdcl 3 Ll + pTLCI + pCDC13 avec la souche ~13-1 tlcLl cdcl 3 Ll + pTLCI (voir Figure 
22) 
+pRS316 Al3-I 
+pTLCI y + pTLCl (A13-I T) +pRS316 
Al3-I ~ (Survivant Al3-I 
ticiLJcdcl 3LJ) +pTLCl A Al3-I + pTLCl (A13-ITC) 
+pCDC13 +pCDC13 
Figure 22 : Génération de souches à utiliser pour l'analyse de l'expression 
génique. 
Trois clones indépendants d'une souche ~ 13-I (voir Figure 21, Matériel et méthodes) ont été 
transformés avec le plasmide pTLC1 et ensuite 1 clone a été transformé soit avec le plasmide vide 
(pRS316) ou avec le plasmide pCDCl3. Les souches ainsi générées ont été nommées ~13-1 Tet 
~13-1 TC. 
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Caractérisation et vérification des souches à utiliser 
D'abord, les structures télomériques des souches ~13 possédant TLCJ sur 
plasmide ont été analysées par gel de télomères avec une sonde télomérique contenant 
des répétitions GT/CA (Figure 23). Les souches ont été produites en adaptant à la 
perte de Cdc l 3p, des survivants de type 1 et II et ensuite en réintroduisant sous forme 
de plasmide le gène TLCJ afin d'obtenir une structure terminale normale et un 
plasmide vide ou pCDC13 pour contrôler l'absence ou la présence de Cdc13p (Figure 
22). 
Les survivants de type 1 sont caractérisés par l'amplification des Y' et de 
courts TRF, alors que les type II par l'hétérogénéité des TRF qui apparaissent sous 
forme de bandes (Lundblad et Blackburn, 1993) ; comme on peut l'observer dans les 
pistes 4 et 5 de la Figure 23. Les cellules ~13-1 T ont également des séquences Y' 
amplifiées (Figure 23, pistes 6, 8, 9 et 11) mais on note une absence de TRF pour tout 
les clones. Lorsque l'on réintroduit CDCJ3 sur un plasmide (~13-1 TC), les séquences 
Y' sont toujours amplifiées, mais on note une réapparition des signaux correspondant 
aux TRF et ces TRF apparaissent courts (Larrivee et Wellinger, 2006). Lorsque la 
télomérase est fonctionnelle, ces TRF redeviennent une longueur normale après un 
certain nombre de générations (Larrivee et Wellinger, 2006) (Figure 23). Ce 
phénomène explique la différence observée dans la longueur des TRF pour le clone 3b 
comparativement aux clones 2.2 et 2.3 ; le clone 3b a eu une télomérase fonctionnelle 
plus longtemps que les autres clones (150 g ou 50 g) ce qui explique que ses TRF sont 
légèrement plus longs. Les TRF des clones ~13-1 avec pTLCJ 2.2 et 2.3 auxquelles 
on a réinséré CDCJ 3 sont plus long que ceux des survivants de type 1 mais plus court 
que les WT, ils sont en voie d'être rallongés au fil des générations par la télomérase. 
Le clone ~13-11 avec pTLCJ possède également les caractéristiques des survivants de 
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type II, soit une grande hétérogénéité des séquences télomériques sauf qu'en absence 
de CDCJ 3, on note également une amplification des séquences Y' (Figure 23, pistes 5, 
13 et 14). Lorsque CDCJ3 est réintroduit, la structure des télomères retourne à la 
normale (Figure 23 piste 14). Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Michel 
Larrivée avec ses clones de L113 en présence de télomérase active (Larrivee et 
Wellinger, 2006). Il est important de noter que la télomérase active n'influence pas la 
structure télomérique des cellules i'113-I et ô13-II. De plus, dans les cellules ô13, la 
présence de TLCJ n'affecte pas les comportements par rapport à la réponse aux points 
de contrôles (Larrivee et Wellinger, 2006). Les clones de i'113-I + pTLCl et de ô13-II 
+ pTLC 1 ont une structure terminale conforme à celle observée précédemment et la 








Survivants ____ t._13_-_I +_,_pTI.._ C_l ___ +pTLCl 
II 3b 2.2 2.3 5a WT ----- ------+ 0 + + + pCDC 13 
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
Sonde Télomérique 
Figure 23: Analyse des télomères des souches ô13 avec TLCJ et CDC13 
réintroduit 
À partir de deux clones indépendants (tlcLJ. cdcl3 LJ. + pcdc13-l), des survivants de type 1 et II ont été 
générés, ensuite ces survivants ont été adaptés en 1113 (voir section Matériel et méthodes). Ensuite, les 
plasmides contenant TLCJ (+ pTLCl) et CDC13 (+)ou pRS316 (-)ont été réintroduits, dans le cas de 
la souche 2.2 identifiée 0, aucun plasmide n'a été introduit et la souche a été cultivée sur milieu riche. 
Les échantillons d' ADN ont été extraits environ 50 générations après la réintroduction pour les clones 
2.2 et 2.3 et après environ 150 générations pour le clone 3b. L'ADN a été digéré par l'enzyme Xhol 
(matériel et méthodes), des souches contrôles de type sauvage (WT) et ku.t1 ont été utilisées. Trois 
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clones différents ont été utilisés pour les souches ~13. La piste 1 contient le marqueur de poids 
moléculaire« lkb ladder ». Les pistes 2 et 15 contiennent le contrôle WT qui est une souche avec des 
télomères protégés et maintenu par la télomérase de façon classique et le contrôle kM dans la piste 3 
sert d'exemple d'une souche avec les TRF courts. Des survivants classiques sans télomérase ont été 
utilisés dans les pistes 4 et 5 pour contrôler les profils des survivants de type 1 et II. Les pistes 6 à 13 
contiennent !'ADN isolé de souches ~13 obtenu à partir de survivants de type I sans Cdc13p pour 3 
clones, dans lesquelles ont été insérés les plasmides indiqués. Dans les pistes 13 et 14 les cellules ont 
été obtenues à partir d'un survivant de type Il. * Fragments de restriction terminaux (TRF) 
Les cellules ~13 de type 1 ou II sont très sensibles aux agents qui 
endommagent l 'ADN, possiblement parce que ces cellules ont un défaut dans 
l'activation des points de contrôle du cycle cellulaire en réponse aux dommages à 
!'ADN. Ainsi, les cellules n'arrêtent pas le cycle cellulaire pour permettre aux 
mécanismes de réparation de réparer les dommages et pour les cellules qui continuent 
leurs divisions, ces dommages à l 'ADN peuvent être létaux. Ces résultats ont été 
obtenus par Michel Larrivée en vérifiant la sensibilité des ~13 au MMS et au HU 
(Lawley, 1989), en plus de vérifier la phosphorylation de la protéine Rad53p qui est 
une protéine essentielle au fonctionnement des points de contrôle (Larrivee et 
Wellinger, 2006; Sanchez et al., 1996). L'objectif est donc de vérifier si les clones 
~13 générés ou pTLCl à été réintroduit sont également sensibles aux agents 
endommageant l 'ADN afin de s'assurer que ces clones sont idéaux pour l'expérience 
de puce à ADN. Des dilutions en séries ont été effectuées pour les différents clones 
(voir matériel et méthodes) et les dilutions ont été appliquées sur des milieux 
appropriés contenant ou non, différentes concentrations de MMS. Les cellules ~ 13 + 
pTLCl sont sensibles aux agents qui endommagent !'ADN comparativement aux 
mêmes cellules auxquelles pCDC13 a été ajouté ou aux cellules jamais adaptées à la 
perte de Cdcl3p. En effet, on observe une perte de viabilité en présence de MMS pour 
les ~13-1 + pTLCl et ~13-11 + pTLCl (Figure 24A et B). Une sensibilité semblable 
est détectée lorsque les cellules sont mises en présence d'hydroxyurée (HU), un autre 
agent qui cause des dommages à !'ADN. Par contre, la sensibilité semble plus 
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accentuée pour les ~13-1 que les ~13-11 et contrairement aux souches sans TLCI qui 
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Figure 24: Analyse de la sensibilité aux dommages à l' ADN des souches 813 
lorsque TLCJ et CDC13 sont réintroduit 
Les souches survivantes (tlcLJ cdc/3 ,1 + pcdcl3-l) de type I (A clone 3b) et II (B clone Sa) ont été 
adaptées à la pe1ie de Cdc13p (voir matériel et méthode) et ensuite transformées avec un plasmide 
pTLCl et le plasmide pCDC13 (+) ou le plasmide vide (-). À partir de ces souches, des cultures 
liquides en phase exponentielle, obtenues à 23°C, ont été diluées en série (1/10) de façon à obtenir 
quelques cellules dans la dilution la plus grande. Quelques microlitres de ces dilutions ont été apposés 
sur des milieux de culture solide contenant, ou non, du MMS un agent qui endommage !'ADN. La 
sensibilité à l'hydroxyurée (HU), un agent qui cause des cassures double-brin près des fourches de 
réplication, a également été vérifiée pour le clone 3b. Tous les Pétris contiennent un milieu synthétique 
sans tryptophane et sans uracile pour conserver la sélection pour les plasmides. 
Expérience d'analyse de l'expression génique par micropuce. 
Le principe de l'analyse de l'expression génique par micropuce consiste à 
détecter la présence d' ARNm dans des cellules par l'hybridation des molécules 
d 'ARN modifiées pour qu'on puisse les détecter sur une puce à ADN. La puce à ADN 
contient des séquences d' ADN correspondant à des gènes d'intérêts et ainsi si un 
transcrit est présent, il s'hybridera à la séquence correspondante et son niveau 
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d'expression pourra être mesuré. Ainsi, pour la levure, il est possible de détecter le 
niveau d'expression de tous les transcrits d' ADNm dans une condition donnée. Dans 
le contexte de notre étude, nous voulions comparer l'expression globale des souches 
ô13-I T avec les souches ôl3-I TC de façon à trouver des différences d'expression 
dans les cellules sans CDCI 3. Plus de détails sur la méthode utilisée sont donnés dans 
la section voir Matériel et méthodes (Voir Figure 20 : Procédé utilisé pour 
l'expérience d'hybridation sur puce à ADN). 
Évaluation des résultats de l'hybridation sur micropuce. 
Maintenant que les souches à utiliser ont été caractérisées et qu'elles ont les 
mêmes phénotypes que les souches générées suite aux expériences de Michel Larrivée, 
nous en avons extrait l 'ARN total (Voir matériel et méthode). La qualité de l 'ARN 
extrait a été vérifiée (Christian Prud'homme, Données non montrées) et les 
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Figure 25: Graphique comparatif des signaux moyens pour les cellules avec ou 
sans CDC13 
Chaque cercle représente un locus et le niveau d'expression moyen est porté sur le graphique. En 
Ordonné, sont rapportées les moyennes des souches sans CDC13 et en Abscisse se sont les moyennes 
des souches avec CDC13. Si le niveau d'expression d'un gène ne change pas, son cercle sera 
exactement sur la ligne médiane, plus le niveau d'expression est modifié plus le cercle est éloigné de la 
ligne. Les cercles verts sont les gènes dont l'expression est modifiée de plus ou moins 2,5 fois si on 
compare les souches avec ou sans Cdc13p. 
Les profils d'expression des souches sans CDCJ 3 et avec CDCJ 3 sont très 
similaires et il y a très peu de gènes dont l'expression est modifiée de plus ou moins 2 
fois (Figure 25). À l'exception du gène CDC13 (flèche+---), il y a peu de variation 
dans l'expression des gènes et surtout pour les quelques gènes dont l'expression est 
modifiée, le changement du niveau d'expression n'est pas très important dans les 
cellules ~13-1 T. Les analyses statistiques ont été effectuées selon des méthodes pré-
établies d'analyse de résultats des puces Affimetrix, notamment l'analyse RMA 
(Robust Multi-array Average) et MAS 5.0 selon les instructions fournies sur le site 
internet NANUQ (https://genomeguebec.mcgill.ca/nanug) (Bolstad et al., 2003; 
Irizarry et al., 2003) (Boes et Neuhauser, 2005). Selon une analyse RMA, on peut 
identifier 22 loci dont l'expression est augmentée de 2 fois ou plus dont 4 ORF non 
caractérisés, 1 protéine hypothétique, 2 ORF dont les fonctions des protéines sont 
inconnues et un ORF incertain. Parmi ces loci, certains pourraient être impliqués dans 
le processus cellulaires qui nous intéresse. Toutefois, peu d'information est disponible 
sur ces loci, pour les ORF non caractérisés, il s'agit d'ORF indentifier par outils 
informatique mais dont l'existance n'a pas été démontré expérimentalement. Un ORF 
codant pour une protéine hypothétique indique qu'il n'y a aucune information 
disponible sur l'existance d'une protéine codée par cet ORF, tandis pour les ORF dont 
les fonctions des protéines sont inconnues, les protéines existes mais non pas été 
caractérisées. Nous avons également effectué une analyse MASS avec une probabilité 
(p) de 0.01, il y a 50 gènes dont la probabilité que l'expression soit augmentée, même 
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très faiblement dans les cellules ~13-I T. Parmi ces loci dont l'expression était 
modifiée, une multitude n'avait aucun lien direct ou indirect évident avec les 
processus cellulaires qui nous intéressent. Donc, nous avons analysé les résultats 
obtenus afin d'isoler les gènes qui pourraient être impliqués dans le phénomène que 
nous voulons étudier. Nous avons cherché des gènes qui étaient impliqués dans les 
points de contrôle, dans la réparation des dommages à l' ADN, dans la réplication et 
dans la maintenance des télomères, dont l'expression était modifiée en absence de 
Cdcl3p. Nous avons choisi certains de ces gènes d'intérêts pour confirmer les 
résultats de l'hybridation de la puce à ADN (Tableau 4). Nous avons choisi ces gènes 
parce qu'ils ont une meilleure probabilité d'être impliqués dans les processus qui nous 
intéresse que des gènes inconnus ou des gènes ayant des fonctions cytoplasmiques ou 
membranaires, par exemple. Toutefois, d'autres gènes pourraient également être 
impliqués dans l'adaptation à la perte de Cdc13p que ceux que nous avons 
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Le protéine impliquée dans la voie de point de conllôle dépe.ndanlo de 
Meclp en réponse aux dommages à t•ADN ou à rarrêt. de la 
réplication. Le transcription est induite per les dommages à !'ADN. 
Non essentielle. 
Le protéine est une ADN ligase requise pour la jonction de brin non-
homologue (NHEJ) et elle forme un hétérodimere qui nécessite tif! p. 
Le protéine cato!yse la ligation en complexe avec tiflp et Nejlp. Non 
essentielle. 
Le protéine est impliquée dans la réparation des cassures d' ADN 
double-brin par la recombinaison et par appariement simple-brin. Elle 
permet l'appariement d'ADN simple-brin et est un homologue de 
Rad52p. 
Protéine phosphotase, spécifique aux tyrosine, impliquée dens 
l'inactivation des « mitogen-activatedproteinkina.se » (MAPK) pendant 
les modification d'osmolarité. Elle déphostiioryle Hogl et régule sa 
localisation. La protéine Ptp2p est présente dans le noyau. 
Impliqué dans la voie de réparation post-réplica\ion, plus 
particulièrement dans la voir fiable (« error-ftee »). Le protéine forme 
un complexe avec Ubcl 3p qui possède une activiié de conjugation 
d'ubiquitine. Ptp2p coopère avec les protéines Rad! 8p et Rad5p. 
Le protéine est la sous-unités B12.6 de !'ARN polymérase Il, elle 
contacte 1' ADN et est impliqué dans la maintenance des télomères. 
Le protéine est essentielle et est importante pour la cphésion ertre les 
chromatide soeur lors de la mitose et de la meiose. Elle fait parti du 
complexe des cohésines. L'expression de se gène est régulé dans le 
cycle cellulaire et est plus importante en phase S. 
Le protéine lie le simple-brin té!omérique de séquence TG1_3 et est 
essentielles pour la protection des télomères. Elle es\ également 
impliqué dans la régulation de la. réplication des télomères Ti.a le 
recrutement de SOUS-complexe mais cette fonction n'est.pas essentielle. 
Tableau 4: Liste des gènes d'intérêts dont l'expression est modifiée en absence de 
Cdc13p. 
L' expression relative est indiquée selon l' expression sans Cdcl3p versus l' expression lorsque Cdcl3p 
est présent. Les informations sur les gènes ou les protéines sont fournies par Affimetrix 
(www.affimetrix.com). 
Confirmation et validation des résult-ats par hybridation de type Northern. 
Afin de confirmer les résultats obtenus par puce à ADN, nous avons vérifié 
l'expression de chaque gène d' intérêt par une autre méthode, soit l' hybridation de type 
Northern. Pour ces vérifications nous avons inclus une souche de type sauvage, deux 
clones des souches que nous avons utilisées pour l' analyse par puce à ADN (~13-I T 
et ~13-1 TC), ainsi que les 2 souches parentales, c'est-à-dire la souche de survivant de 
type I (tlcLJ cdcl 3L1 + pcdc 13-1) et la souche ~ 13 adaptée à partir du survivant (Figure 
2 l , Matériel et méthodes). De cette façon, nous pouvons vérifier les résultats de la 
puce à ADN en comparant les mêmes souches et nous pouvons également vérifier si 
ces résultats s'appliquent aux souches parentales qui, elles, n'ont pas été utilisées pour 
l' hybridation des puces à ADN. Nous avons contrôlé la quantité d' ARN totale dans 
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chaque piste en mesurant l'AR m d' ACTI et en calcu lant un ratio entre le gène à 
vérifier et le gène ACTJ. Nous avons également normalisé chaque ratio avec le ratio 
de la souche WT. 
La première vérification à effectuer a été de s' assurer que l' ARNm de CDCJ3 
n' était pas exprimé dans les cellules ~13 . Comme on peut le voir à la Figure 26, il est 
impossible de détecter 1' ARNm de Cdc 13 dans les cellules 13 (Pistes 3, 5, 7 et 8) 
comme on peut le fa ire dans la souche WT (Piste 1 ) , les souches survivantes 
parentales (Pistes 2 et 6) et pour les souches qui ont été complémentées (Pistes 4 et 9). 
Par contre, l' expression sur plasmide (pCDC13 ou pcdcl3-1) semble plus élevée que 
dans une souche de type sauvage WT. En effet, si on observe le ratio des ARNm 
Cdc13/Actl , on remarque que l' ARNm de Cdcl3 est plus exprimé d' environ 50% 
dans les souches contenant le plasmide ·que dans la souche WT. 
WT Clone #2 Clone 3b 
s 613 613 6 13 s .t.13 .t.13 613 
(+) + (+) + pCDC13 
+ + + + pTLC l 
.... Cdc 13 
1,0 1,8 0,5 1,5 0, 1 1,5 0 0 1,5 Cdc13/Actl 
<l Actl 
2 3 4 5 6 7 8 9 
Figure 26: Vérification de l'expression de I' ARN de CDC13 
À partir de deux clones indépendants (tlcLJ cdc 13 Ll + pcdc 13-1 ), des survivants de type 1 ont été générés 
(matériel et méthode, données non montrées) . Ces clones (#2 et 3b) dont l' ARN a été extrait (pistes 2 et 
6) contiennent le plasmide pcdcl 3-1 (+). haque clone a été utili sé pour générer des cellules L'> 13 (1/cLl 
cdc l 3Ll) (pi stes 3 et 7) et ensuite ces souches ont été transform és avec les pl asmides pTLCI et/ou 
pCDC 13 pour restaurer l' état normal des té lomères (pistes 4, 5, 8 et 9) . L' ARN total de ces souches, en 
plus d' une souche WT du même génotype, a été extrait et analysé par hybridation Northern . La 
membrane a été hybridée avec une sonde CDC / 3 et avec une sonde ACT! pour servir de contrôle de 
chargement. Les rati os de l' expression de Cdc 13 sur 1 expression d'Actl relati fs à 1 échantillon WT 
sont indiqués. Cette expéri ence a été effectuée 2 fo is avec les mêmes résultat et le troi sième clone 
utili sé dans la puce à ADN a également été analysé. 
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Pour les autres gènes identifiés comme étant intéressants (Tableau 4), 
l'expression dans les cellules a également été vérifiée par hybridation Northem (Voir 
Matériel et méthode, section« Buvardage de type Northem »). Malheureusement, 
pour les gènes RAD59, RPB9 et MCDI, le niveau d'expression de ces gènes n'a pas 
permis de détecter l'ARNm dans aucune des souches étudiées par cette méthode 
(résultats non montrés). Nous sommes toutefois parvenus à détecter les ARNm des 
gènes PTP2, MMS2, DNL4 et HUGI, bien que les ARNm de DNL4 et HUGI soient 
très faiblement exprimés en conditions normales de croissance. 
Pour l'ARNm de DNL4, comme pour les autres ARNm vérifiés, les niveaux 
d'expression ont été égalisés selon l'expression du gène ACTI et normalisés par 
rapport à l'expression dans une souche de type sauvage. Donc l'expression de DNL4 
semble être plus faible dans les souches survivantes que dans la souche WT (Figure 
27, pistes 1 et 6). La même chose est observée avec les souches L'l13 (Figure 27, pistes 
3 et 7) et avec les souches L'll3-I T et L'll3-I TC (Figure 27, pistes 4, 5, 8 et 9). 
Maintenant, en comparant les souches survivantes (S) avec les L'l 13 (Figure 27, pistes 2 
vs 3 et 6 vs 7), et les souches L'll3-I T avec les L'll3-I TC (Figure 27, pistes 4 vs 5 et 9 
vs 8) entre elles, on note qu'il n'y a pas une grande augmentation de l'expression dans 
les souches sans Cdcl3p. Par contre, il semble y avoir une légère augmentation 
présente dans toutes les souches sans Cdc 13p lorsqu'elles sont comparées avec les 
souches originales. En effet, comme il est possible d'observer à la Figure 27, peu 
importe le clone ou les souches utilisées, il y a constamment une augmentation du 
niveau d'ARNm dans les souch~s L'l13 (Figure 27, Pistes 3, 5, 7, 8). Les mêmes 
résultats ont été obtenus avec un autre clone et l'expérience a été effectuée 2 fois. 
Dans les souches survivantes de type 1 comparées aux souches L'll3, il y en moyenne 
une augmentation de 1,2x de l'expression de DNL4 dans les L'l 13 (ex : Pistes 3 et 2, 7 
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et 6). Lorsque les souches complémentées avec les plasmides sont utilisées, 
l'augmentation est de l,4x en moyenne dans les souches sans pCDC13 (ex; Pistes 5 et 
4, 8 et 9). Par contre, dans toutes ces souches l'expression de DNL4 est plus faible que 
dans le WT. 
WT Clone#2 Clone 3b 
s .t.13 è..13 t:.13 s .6.13 .t.13 ti.13 
(+) + (+) + pCDC13 
+ + + + pTLC1 
-4 Dn14 
1,0 0,3 0,4 0,2 0,3 0,3 0,4 0,6 0,5 Dnl4/Act1 
<:::l Actl 
2 3 4 5 6 7 3 9 
Figure 27: Analyse de l'expression de DNL4 
L' ARN total a été hybridée avec des sondes DNL4 et ACTJ (Figure 26). L'expérience a été effectuée 2 
fois. 
Comme pour l'expression de DNL4, l'expression du gène PTP2 est plus faible 
dans les souches étudiées que dans la souche WT (les ratios sont inférieurs à 1, Figure 
28). Par contre, contrairement à l'expression du gène DNL4, la quantification de 
l'expression de PTP2 ne permet pas d'observer de modification qui est constante dans 
un type de cellule (Figure 28). Il y a une très légère variation dans l'expression selon 
le clone et la souche utilisée, mais cette variation ne permet pas de dire que 
l'expression de ce gène est augmentée dans les cellules sans Cdcl3p comparativement 
aux souches originales avec Cdc l 3p (Figure 28, pistes 3, 5, 7 et 8). Cette petite 
variation semble davantage due à l'expérimentation qu'au génotype des souches 
utilisées, étant donné que ce n'est pas un phénomène constant. Finalement, le gène 
PTP2 ne semble pas surexprimé dans les cellules ~ 13 alors que les résultats de 
l'hybridation sur puce à ADN nous indiquaient qu'il était très faiblement surexprimé 
(Tableau 4). 
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WT C!one#2 Clone 3b 
s t'.\13 t'.\13 t'.\13 s t.13 t'.\13 1113 
(+) + (+) + pCDC13 
+ + + + pTLCl 
.... Ptp2 
1.0 0,4 0,3 0,4 OA 0,5 0,3 0,4 0,3 Ptp2/Act1 
<=i Actl 
2 3 4 5 6 7 8 9 
Figure 28 : Analyse de l'expression de PTP2 
L'ARN total a été hybridée avec des sondes PTP2 et ACT! (Figure 26). 
Les résultats d'hybridation Northern avec le gène MMS2 montre qu'il y a de la 
variation entre les expériences, notamment lorsque les niveaux d'expression des 
différentes souches sont comparés à la souche WT. En effet, à la Figure 29 A) les 
ratios Mms2/Actl varient de 0.3 à 0.9 alors que dans une répétition de l'expérience à 
la Figure 29 B), les ratios varient de 1.0 à 1.4. Cependant, les résultats obtenus dans 
une même expérience ressemblent à ceux obtenus avec le gène DNL4, c'est-à-dire 
qu'il y a une très légère augmentation de l'expression dans les souches sans Cdc13p 
comparativement aux souches originales avec Cdc 13p (Figure 29 A) Pistes 2 vs 3, 4 vs 
5, 6 vs 7 et 9 vs 8 et Figure 29 B) Pistes 3 vs 4, vs 5 vs 6 et 8 vs 7). Ces résultats sont 
constants d'une souche à l'autre et d'une expérience à l'autre. Donc, encore une fois, 
en absence de Cdcl3p, l'expression de ce gène est légèrement augmentée si on 
compare avec les souches originales. L'expérience d'hybridation de type Northern a 
été effectuée pour vérifier l'expression de MMS2 dans les ~13 (2 exemples Figure 29) 
et il y a certaines variations dans les niveaux d'expression entre les expériences, mais 
dans les cellules sans Cdc 13p, autant pour les cellules utilisées pour l'hybridation des 
puces à ADN que les souches parentales, l'expression de MMS2 est systématiquement 
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plus élevée. Par contre, à cause de la grande variabilité entre les expériences et entre 
les souches utilisées, la surexpression mesurée par hybridation est très faible et peu 
significative (Les écarts-types sont très grands, résultats non montrés). Alors, nous 
avons voulu vérifier que l'induction de l'expression de MMS2 suite à une exposition 
au MMS, déjà répertoriée dans la littérature (Gasch et al., 2001; Ulrich, 2001 ), était 
observable en utilisant l'hybridation de type Northern. Une culture en phase 
exponentielle a été exposée à une concentration de 0.1 %MMS pendant 4h (Figure 29 
B Piste 1 et 2). Dans ces conditions, l'augmentation de l'expression de MMS2 est de 
l,5x relativement à la souche WT. Finalement, l'augmentation de l'expression de 
MMS2 dans les cellules est faible et il reste à vérifier si biologiquement ce changement 
a un effet. 
A) WT Clone#2 Clone 3b 
s i:}.13 l.13 613 s l.13 613 i:}.13 
(+) + (+) + pCDC13 
+ + + + pTLCl 
...,. Mms2 
1.0 0,3 0,5 0,5 0,5 0,5 0,9 0,5 0,4 Mrns2/Act1 
<J Actl 
2 3 4 5 6 7 8 9 
B) WT Clone #2 Clone 3b 
MMS s .6.13 s 6 13 Ll.13 1::.13 
(+) (+) + pCDC13 
+ + pTLC1 
..,. Mms2 
1,0 1,5 1,0 1, 1 1,0 1.1 1,4 1, 1 Mms2/Act1 
<::J Act1 
2 3 4 5 6 7 8 
Figure 29 : Analyse de l'expression de MMS2 
L'ARN total a été hybridée avec des sondes MMS2 et ACTJ (Figure 26). L'expérience d'hybridation a 
été effectuée plusieurs fois avec différentes souches et deux exemples sont présentés en A et B. A) 
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L'expérience a été effectuée comme à la Figure 26. B) L'induction de l'expression de MMS2 suite à 
l'exposition au MMS (0.1% de MMS pendant 4h) a été mesurée dans la piste 2 et comparée à la 
modification d'expression dans les cellules Li13 dans les pistes 4, 6 et 7. 
Le gène le plus intéressant qui est sorti de l'analyse par puce à ADN de 
l'expression dans les cellules ~13 est le gène HUGJ étant donné qu'il a été suggéré 
que ce gène pourrait être impliqué dans le mécanisme de relâchement des points de 
contrôles (Basrai et al., 1999). De plus, il est un des gènes dont l'expression est la 
plus grandement modifiée (Tableau 4). Par contre, l'expression de ce gène est difficile 
à détecter par hybridation Northem parce que ce gène est très faiblement exprimé en 
absence de dommages à l' ADN. Dans certaines conditions particulièrement 
optimales, il est possible de détecter l'expression de ce gène en absence de dommages. 
D'abord, en observant les résultats d'hybridation de type Northem à la Figure 30, il est 
possible de constater qu'il y a une augmentation de l'expression de HUGJ dans les 
souches utilisées comparées à la souche de type sauvage (WT). L'augmentation est 
particulièrement forte dans les souches utilisées pour l'expérience de micropuce. En 
effet, dans les souches ~13-I TC comparées aux souches ~13-I T (Figure 22, Figure 30 
pistes 4 et 5), .l'expression du gène HUGJ est clairement augmentée en absence de 
pCDC13. Cette augmentation, pour le clone 3b, est de 3,8x comparativement au 
niveau d'expression dans une souche WT et de 2,7x comparativement à la même 
souche contenant le plasmide pCDC13. Ces résultats, de même que les répétitions de 
l'expérience avec les autres clones (exemple : Figure 31 pistes 7-10), confirment les 
résultats de l'hybridation de la puce ADN ou il était possible de détecter une 
augmentation de 2.97x dans les .!l13-I T comparativement aux souches .!l13-I TC 
(Tableau 4). Maintenant, le niveau d'expression des souches survivantes (S-I) est 
augmenté comparativement au niveau dans la souche WT (Figure 30 pistes 1 et 3, 
Figure 31 pistes 1, 3 et 5). En comparant l'expression de HUG 1 dans les survivants à 
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l'expression dans les i'll3, il est clair que contrairement aux souches utilisées pour 
l'hybridation de la micropuce, l'expression est diminuée dans les i'll3 (Figure 30 piste 
2 vs 3, Figure 31 pistes 3 vs 4 et 5 vs 6) et elle est à peu près équivalente à celle dans 
la souche WT (Figure 30 pistes 1 vs 3, Figure 31 pistes 1 vs 4 et 6). Toutefois, étant 
donné que l'expression est très faible et à la limite de détection de la technique 
d'hybridation Northem, il est difficile de quantifier des signaux très faibles. Il est 
possible de voire les bandes dans les souches i'll3-I T (Figure 30 pistes 4, Figure 31 
pistes 7 et 9) alors que dans les autres souches la visualisation est plus difficile. 
Néanmoins, il est clair que HUG 1 est surexprimé dans les souches utilisées pour 
l'expérience de micropuce, mais ne semble pas surexprimé dans les autres souches 
sans Cdcl3p. 
Étant donné que HUGJ est surexprimé en présence de dommage à !'ADN nous 
avons utilisé un échantillon traité avec un agent qui endommage 1 'ADN, le MMS, afin 
de confirmé que nous détection bien !' ARNm du gène HUG 1. Il est possible 
d'observer à la Figure 31 piste 2, que !' ARNm est bien augmenté lorsque les cellules 
sont mises en présence de MMS d'environ 12x, mais l'augmentation que nous 
observons est sans doute surévaluée étant donné une tache d'hybridation non-
spécifique qui augmente légèrement le signal détecté dans les pistes 2 et 3 de la Figure 
31. La prochaine étape est, comme avec les gènes DNL4 et MMS2, de confirmer que 
les surpressions observées dans ces souches ont une signification biologique et surtout 
• un impact sur la survie des cellules en absence du gène essentiel CDCJ 3. 
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WT Clone 3b 
s .6.13 .6.13 .613 
(+) + pCDC13 
+ + pTLC l 
..,. Hugl 
1,0 1,5 l , 1 3,8 1,4 Hugl /A ctl 
<:J Actl 
2 3 4 5 
Figure 30 : Analyse de l'expression de HUGJ 
L' ARN total a été hybridée avec des sondes H UG 1 et ACT/ (Figure 26). 
WT Clone # 2 Clone 3b Clone #2 Clone 3b 
MMS s t..13 s t.. 13 t.. 13 Ll13 t..13 t.. 13 
(+) (+) + + pCDC13 
+ + + + pTLC l 
""' Hug1 
1.0 11 ,8 3,4 0,9 1,2 0,6 1,9 0.7 2,0 1,4 Hugl/1 8S 
<:J ARNr 18S 
2 3 4 s 6 7 8 9 10 
Figure 31 : Analyse de l'expression de HUGJ dans les cellules ~13 ou suite à des 
dommages à I' ADN 
L' ARN total a été hybridée avec la sonde H UGJ et !' ARN ribosomal 18S a été coloré au bleu de 
bromophénol. Les ratios de l' expression de Hug l sur la quantité d' ARNr 18S relatif à l' échantillon WT 
sont ind iqués. Voir la description de la Figure 26 pour les détails des souches utili sées et la description 
de la Figure 29 pour le traitement au MMS. 
Analyse de l'effet de la présence de DNL4, MMS2 et HUGJ en plusieurs copies 
sur la fréquence et le taux d'adaptation à la perte de Cdc13p. 
Les résultats obtenus par micropuce d ' ADN on été confirmés ou infirmés en 
utilisant la technique d ' hybridation de type Northern pour quantifier le niveau des 
ARNm des gènes identifiés comme étant intéressants. Les gènes DNL4 et MMS2 
semblent être faiblement surexprimés en absence de CDCJ3, alors que le gène HUGJ 
est surexprimé dans les souches 6.13 utilisées pour l' hybridation de la puce à ADN. 
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Étant donné que les changements d'expression sont minimes et qu'ils pourraient 
n'avoir aucun impact sur la biologie cellulaire lors de l'adaptation des levures à la 
perte de Cdc 13p, il est important de confirmer le rôle de ces légers changements de 
niveau d'expression. Les trois gènes ont donc été clonés sur un plasmide contenant 
une origine de réplication 2µ afin d'avoir plusieurs copies de ces gènes dans une 
même cellule (Matériel et Méthodes, (Brachmann et al., 1998)). L'expression de ces 
gènes a ensuite été vérifiée dans les survivants indépendants de la télomérase. Pour le 
gène MMS2 il a été possible de détecter une surpression de 2,5x dans les survivants de 
type 1 et de l lx dans les survivants de type II comparativement aux souches de 
survivants contenant des plasmides vides (Figure 32). Par contre, avec cette méthode 
de surexpression, il a été impossible de détecter une augmentation de l'expression des 
gènes DNL4 et HUGJ lorsque ceux-ci sont présents en plusieurs copies (environ 100 
copies) (Clark-Walker et Miklos, 1974; Livingston, 1977; Sinclair et al., 1967). Il faut 
mentionner le gène DNL4 n'est pas fortement exprimé et il est difficile à détecter son 




Survivant type I 
Surexpression de 2.5x 
Survivant type II 
Stn·expression de llx 
Figure 32 : Surexpression du gène MMS2 dans des survivants sans TLCJ 
L' ARN total a été hybridée avec la sonde MMS2 (Figure 26). Des souches de survivants de type I et II, 
ont été transformées avec un plasmide vide (pRS423) ou avec le plasmide contenant le gène MMS2 
(pMMS2) sous l'expression de son propre promoteur. L'expérience a été effectuée plusieurs fois avec 
plusieurs clones. L'expression de MMS2 a été comparée à celle du gène ACTI afin de contrôler la 
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quantité d' ARN par piste. Les niveaux de surexpression ont été calculés en comparant les ratios 
d'expression de Mms2/Actl selon le plasmide présent dans la souche. 
Ainsi, ces clones ont été utilisés pour vérifier si la surexpression ou la présence 
de plusieurs copies des gènes identifiés avaient un impact sur la capacité des cellules à 
s'adapter à la perte de fonction de Cdc 13p. Les procédures décrites dans la section 
Matériel et méthodes ont été utilisées pour mesurer la fréquence d'adaptation et le taux 
d'adaptation. D'abord, les expériences ont été effectuées afin de déterminer la 
fréquence d'adaptation pour mesurer la chance qu'une cellule qui survit à l'exposition 
à une température semi-permissive (30°C) a de s'adapter à la perte de fonction de 
Cdc13p. Pour vérifier l'effet de la surexpression ou de la présence des gènes en 
multiple copie, les souches L113-1 et L113-II ont été utilisées, auxquelles nous avons 
ajouté les plasmides avec les promoteurs endogènes et l'origine de réplication 2µ. 
Seulement les résultats obtenus les survivants de type II seront présentés, parce que 
ceux obtenus avec les survivants de type 1 n'étaient pas concluant à cause du faible 
taux de survie des survivants de type 1 (données non montrées, Victor Karpov données 
non publiées). Après de multiples répétitions de l'expérience, il y a beaucoup de 
variabilité entre les résultats de celles-ci, même en utilisant un seul clone plusieurs 
fois. Finalement, après plusieurs répétitions en utilisant trois clones différents les 
résultats sont présentés à la Figure 33. Les fréquences d'adaptation sont calculées 
seulement à partir des cellules ayant survécu à l'exposition de 24h à une température 
semi-permissive. Les fréquences d'adaptation obtenues indiquent que les gènes DNL4 
et HUGJ sur plasmide 2µ n'ont pas d'impact positif sur l'adaptation. De façon 
similaire, la surexpression du gène MMS2 n'a pas d'effet positif sur la capacité des 
cellules à s'adapter à la perte de Cdc13p. 
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3.Jrviva"lt Il +pCNL42µ* +pt-UG1 2µ* +pMM~2µ 
tlc1licdc13!1 
+pa:lc13-1 
Figure 33 : Fréquence relative d'apparition de cellules capable de survivre en 
absence de Cdc13p 
La fréquence relative a été déterminée en calculant le ratio entre les cellules qui s'adaptent à la perte de 
Cdc l3p (elles poussent à 37°C) et les cellules qui survivent suite à l'exposition à une température semi-
permissif pendant 24h (elles poussent à 23°C). Les fréquences portées sur le graphique sont des 
moyennes de plusieurs expériences (3) effectuées avec trois clones différents et l' écart-type a été 
calculé à partir de ces moyennes et est représenté par les barres d'erreurs. Dans tous les cas, la souche 
utilisée est la souche survivante de type Il tlc / L1cdcl31H pcdc13-1 dans laquelle les plasmides 
identifiés ont été introduits. Les expériences ont été effectuées sur milieu Yc-His afin de conserver la 
sélection pour les plasmides. Les valeurs sont indiquées en haut des colonnes correspondant à chaque 
souche. *La surexpression de ces gènes n'a pas pu être détectée, toutefois ces gènes sont présents en 
plusieurs copies. 
Enfin, une autre méthode a été utilisée pour vérifier si les changements 
d 'expression qui serait moins variable entre les expériences et qui tiendrait compte du 
taux de division cellulaire. La méthode d'analyse de fluctuation pour déterminer le 
taux d'événement par cellule par division (adaptation à la perte de 
Cdc l 3p/cellule/division) a été privilégiée. La conception des expériences est décrite 
dans la section Matériel et méthodes et le calcul pour déterminer le taux d'adaptation 
est effectué à partir de l'équation de Luria et Delbruck (Luria et Delbruck, 1943). Ces 
expériences ont été répétées plusieurs fois avec une grande quantité de cultures et les 
résultats sont très semblables d'une expérience à l' autre et les taux d'adaptation 
obtenus sont toujours les mêmes pour une même souche. Les expériences ont été 
réalisées à partir d' une souche survivante de type II avec l' allèle cdc 13-1, transformée 
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avec différents plasmides 2µ codants pour les gènes d'intérêts. Comme contrôle, une 
souche contenant un plasmide permettant de surexprimer le gène PTC2 a été 
construite. Ce gène est impliqué dans l'adaptation à un cassure-double brin d' ADN et 
il a été rapporté que sa surexpression améliore la capacité de cellule à s'adapter 
(Guillemain et al., 2007; Leroy et al., 2003). Les résultats obtenus avec cette 
technique montrent que dans aucun cas la présence des gènes en plusieurs copies ou la 
surexpression des gènes identifiés précédemment n'a un effet majeur sur le taux 
d'adaptation à la perte de Cdc13p (Figure 34). Le taux d'adaptation étant très bas, 
environ 1,6 x 10-6 par cellule par division, on s'attend à voir des différences majeures, 
de plus de 1 Ox dans les taux mesurés, si nos conditions modifient la capacité des 
cellules à s'adapter. Toutefois, il y a une légère différence d'environ 3x entre la 
souche contrôle (survivant II tlcliJcdcl3iJ. + pcdc13-1) et la souche transformée avec 
pMMS2. Afin de confirmer si le gène MMS2 a un effet sur le taux d'adaptation, une 
souche avec l'ORF MMS2 remplacé par un gène marqueur a été construite (Voir 
Matériel et méthodes). Une souche tlcl iJcdcl 3iJ.mms2iJ. + pcdc 13-1 a donc été 
générée et a été poussé jusqu'à la sénescence et l'apparition de survivants (Matériel et 
méthode Figure 21). Une fois les survivants de type II obtenus, l'analyse de 
fluctuation a été effectuée pour déterminer le taux d'adaptation à la perte de Cdc13p 
pour une souche qui ne contient pas MMS2. Étonnamment, l'absence de Mms2p 
n'induit pas de défectuosité dans la capacité aux cellules de perdre Cdc13p. En effet, 
même en absence de Mms2p les cellules peuvent s'adapter lorsqu'elles sont exposées 
à une température où la protéine codée par l'allèle cdcl 3-1 est partiellement 
fonctionnelle et parviennent dans une faible proportion à vivre sans CDCJ 3. De plus, 
non seulement les cellules peuvent s'adapter sans MMS2, mais le taux d'adaptation 
n'est pas diminué, au contraire, il est augmenté de plus de lOx. Le taux d'adaptation 
104 
des cellules survivantes de type II sans MMS2 est de 2, 15 x 10-5 
adaptation/cellule/division (Figure 35). Donc il n'y a pas de corrélation directe entre 
la capacité des cellules à perdre Cdcl3p et le niveau d'expression de MMS2. 
Finalement, pour aucun des gènes que nous avons identifiés comme étant 
intéressants nous avons été en mesure de confirmer un rôle dans l'adaptation à la perte 
de Cdcl3p. 
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9.Jrvivait Il +pC:N-42µ* +pHJG12µ* +pMMS22µ +pf'TC12µ 
tlc1lla:lc13t. 
-+po:ic13-1 
Figure 34 : Taux d'adaptation à la perte de Cdc13p selon les gènes présents en 
plusieurs copies. 
Le taux d' adaptation a été calculé en utilisant la méthode décrite dans la section Matériel et méthodes. 
Le taux d'adaptation en événement par cellule par division cellulaire est indiqué en haut de chaque 
colonne. Les expériences ont été effectuées minimum 3 fois et chaque expérience contenait 20 cultures 
indépendantes. Les moyennes des taux d' adaptation sont portées sur le graphique et l'écart-type a été 
calculé à partir de ces moyennes et est représenté par les barres d' erreurs. Les mêmes souches ont été 
utilisées que pour l' expérience sur la fréquence d' adaptation Figure 33. Sauf pour la souche identifiée 
+pPTC2, le plasmide avec l'origine de réplication 2µ contenant le gène PTC2 est décrit dans la section 












SJrvivait Il tlc1ticxlc136 +pMMS22µ SJrviV<rn Il 
-+pcxlc1 l-1 tlc1ticxlc13t.mms2t. 
-+pcxlc1 l-1 
Figure 35 : Taux d'adaptation à la perte de Cdc13p en fonction de l'expression de 
MMS2 
Voir la Figure 34 pour une description. Les souches sont les mêmes qu' à la Figure 34 sauf la souche 
survivante II t/c/L1cdcl3.1mms2tJ + pcdcl3-J qui est décrite dans la section Matériel et méthodes. Les 
expériences ont été effectuées minimum 3 fois et chaque expérience contenait 20 cultures 
indépendantes. Les moyennes des taux d'adaptation sont portées sur le graphique et l' écart-type a été 
calculé à partir de ces moyennes et est représenté par les barres d'erreurs. 
Discussion et conclusions 
Étude du simple-brin télomérique : Optimisation d'une technique 
Nous avons déjà démontré qu'il est possible d'utiliser la technique d'extension 
d'amorce modifiée pour mesurer le simple-brin télomérique de la levure (Chapitre 1, 
section Résultats (Larrivee et al., 2004)). L'objectif de cette étude était d'améliorer 
cette technique pour la rendre plus reproductive et plus fiable. Nous avons amélioré 
les étapes d'appariement et d'extension d'amorce, de polyadénylation et de 
purifications des TRF. 
D'abord, nous avons donc identifié les conditions optimales pour effectuer 
l'extension d'amorce mais malgré l'optimisation de ces conditions, on note la présence 
de bandes intermédiaires et de produits de déplacements (Chapitre 1, Résultats, Figure 
10 et 11). Les bandes intermédiaires apparaissent lorsque la polymérase ne parvient 
pas à étendre l'amorce jusqu'à la jonction double-brin, ces bandes représentent une 
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faible proportion des produits d'élongations (<5%, résultats non montrés). Par contre, 
ces résultats ont été obtenus en utilisant un substrat d'oligonucléotide in vitro, dans des 
conditions idéales comparativement à l'utilisation de TRF purifiés qui pourraient 
contenir des contaminants. Donc l'incapacité de la T4 ADN polymérase d'étendre 
l'amorce jusqu'à la jonction double-brin sur des TRF purifiés pourrait expliquer 
pourquoi nous observons une échelle de polymérisation (Chapitre 1, Résultats, Figure 
9), plutôt que quelques bandes à environs + 15 nucléotides. Les produits de 
déplacements, quant à eux, pourraient nous amener à surestimer la taille du simple-
brin télomérique, mais dans les conditions établies, nous sommes parvenus à limiter 
cette activité (<5%, résultats non montrés). 
L'optimisation de la température d'appariement et d'élongation, en parallèle 
avec l'optimisation de l'amorce, était une étape importante. En effet, ces 
modifications ont un grand impact sur l'efficacité de la réaction d'extension (Figure 11 
et Tableau 3A). En modifiant la longueur de l'amorce et ainsi sa température de 
fusion (Tm), et en modifiant la température de réaction (Rychlik et al., 1990), nous 
avons pu obtenir les conditions idéales pour notre réaction. Finalement, la meilleure 
combinaison est d'avoir une température d'hybridation et d'extension relativement 
élevée, combinée avec plusieurs nucléotides d'alignements. Cette combinaison 
permet d'augmenter la spécificité de l'amorce pour qu'elle se positionne exactement à 
la jonction entre le simple-brin télomérique et la queue PolyA qui a été ajoutée et ainsi 
améliorer l'efficacité d'extension. 
Nous avons.également remarqué que l'efficacité de l'extension est grandement 
diminuée lorsque le substrat d'oligonucléotide est polyadénylé avec la TdT plutôt que 
prépolyadénylé (Chapitre 1, Résultats, Tableau 3). Dans le même contexte, les 
amorces PolyT sont partiellement dégradées ce qui pourrait expliquer la diminution de 
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l'efficacité. La dégradation des amorces est probablement le résultat de l'activité 
exonucléase 3 '-+S de l' ADN polymérase T4 (Muzyczka et al., 1972). En effet, la 
queue PolyA synthétisée par la TdT est d'une longueur variable et elle est plus longue 
que celle synthétisée à même l'oligonucléotide substrat DUP16PolyA. L'amorce 
PolyT peut donc s'apparier à différents endroits sur cette région polyA mais cet 
appariement ne sera pas parfait, étant donné les nucléotides d'alignement présent en 3' 
des amorces PolyT. Les nucléotides mésappariés ne pourront pas servir à l'élongation 
puisqu'il n'y a pas de dTTP dans la réaction. Par contre, il est possible que l'extrémité 
non appariée des amorces polyT soit dégradée par l'activité exonucléase de l' ADN 
polymérase et ainsi la quantité d'amorce disponible pour l'élongation sera diminuée. 
Nous avons tenté d'optimiser cette étape en utilisant des substrats 
d'oligonucléotides radiomarqués ou des TRF purifiés et en même temps, en utilisant 
une TdT recombinante et différents tampons de réaction. L'objectif était donc 
d'obtenir une courte queue polyA (environs 20 nucléotides) et de maximiser les 
molécules substrats polyadénylés. Afin d'obtenir ces résultats, une grande quantité de 
TdT a été utilisée pour maximiser la proportion des molécules de substrat polyadénylé 
et le de temps de réaction a été limité à 1 minute afin d'obtenir de courte queue polyA. 
Nous avons également utilisé un tampon mieux approprié pour la TdT que le tampon 
One-Phor-All fourni par GE Healthcare (Baie d'Urfé, QC, Canada), un tampon 
cacodylate contenant du chlorure de cobalt (Anderson et al., 1999; Chang et Bollum, 
1986). Finalement, dans les conditions optimales, un maximum de 70% des 
oligonucléotides substrats sont polyadénylés et ils possèdent une queue polyA d'une 
longueur estimée à 20-40 nucléotides (Chapitre 1, Résultats, Figure 14 et résultats non 
montrés). De plus, nous avons montré que dans ces conditions de réaction, la TdT 
n'était pas complètement spécifique aux extrémités 3' saillantes. Il . est également 
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important de noter que l'utilisation de la TdT recombinante corrélait avec la présence 
d'une extension non-spécifique dans les gels (Chapitre 1, Résultats, Figure 15 et 16). 
II est difficile d'expliquer cette extension non-spécifique étant donné que l'essai est 
justement construit de façon à rendre impossible l'extension non-spécifique. D'abord, 
à cause des nucléotides d'alignement qui positionnent l'amorce correctement, et 
surtout parce que la réaction d'élongation ne contient que des dCTP et des dATP, ce 
qui empêche la polymérisation sur un substrat non-télomérique. Cependant, nous 
observons un signal d'extension non-spécifique qui dépend de la présence de la TdT 
recombinante et qui semble se produire même lorsque les échantillons substrats sont 
traités avec des enzymes qui dégradent le simple-brin (Chapitre 1, Résultats, Figure 15 
et 16). Nous avons émis l'hypothèse que des fragments d'acides nucléiques pourraient 
contaminer la préparation de la TdT durant sa purification. Catherine Desrosiers a 
donc introduit une étape supplémentaire afin d'éliminer les acides nucléiques de la 
préparation de protéine· (Boule et al., 1998; Boule et al., 2000). Malgré cette étape 
supplémentaire de purification, il a été impossible d'éliminer l'extension d'origine 
inconnue qui semble survenir lors du traitement à la TdT. 
Nous avons tenté d'utiliser une autre méthode pour enrichir les TRF, de façon à 
avoir une plus grande quantité de TRF purifiés et une purification exempte de 
contaminant. Donc, la chromatographie d'exclusion a été la méthode choisie pour 
isoler les fragments de restriction terminaux des autres fragments de restrictions 
produits de la digestion de I' ADN génomique. Donc, la une résine, la Sephacryl S-
500 (GE Healthcare, Baie d'Urfé, QC, Canada) qui selon le manufacturier possède une 
limite d'exclusion de 1078pb pour les fragments d' ADN a été utilisée. La faisabilité 
de la technique à été évaluée en mesurant la séparation d'un marqueur de taille de 
fragment d' ADN. Étant donné qu'il était seulement possible d'isoler les fragments 
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d' ADN plus petit que 500pb avec la quantité de résine et la colonne dont nous 
disposions (Chapitre 1, Résultats, Figure 18), nous voulions trouver une façon de 
savoir si cette méthode permettrait d'améliorer la purification des TRF avant d'investir 
temps et argent pour nous procurer le matériel nécessaire à la purification de TRF 
génomique. Donc, nous avons utilisé les TRF du plasmide linéaire YLpF A Tl 0 
(Wellinger et al., 1993b) pour tenter d'enrichir en TRF plasmidiques une préparation 
d'ADN total qui contient !'ADN génomique et plasmidique. En séparant les 
fragments d' ADN selon leurs tailles, il a été possible d'obtenir des fractions qui 
contenaient la majorité des TRF plasmidiques et une minorité des autres fragments de 
restriction. Nous avons évalué la séparation des fragments d'ADN en visualisant 
l' ADN contenant des séquences télomériques. Évidemment, la majorité des fragments 
de restriction ne contiennent pas de séquences de télomère et ne seront pas détectés par 
la sonde télomérique utilisée, donc notre caractérisation de la purification tient compte 
seulement des fragments télomériques. Donc nous sous-estimons la quantité d' ADN 
génomique contaminant dans les fractions contenant les TRF plasmidique, qui n'est 
pas visible à la Figure 18. Par contre, il est possible d'estimer que la séparation des 
fragments d' ADN est la même s'ils contiennent des séquences télomériques ou non, 
alors étant donné que la purification par chromatographie d'exclusion a permis 
d'exclure la majorité (90%) des fragments télomériques de 7 ou 4,5kb, il en va de 
même pour les autres fragments de restriction de la même taille. Finalement, la 
purification de TRF plasmidiques a été possible par la méthode de filtration sur gel qui 
a permis de séparer les fragments plus petits que 500pb. Les fractions contenant les 
TRF plasmidiques ont pu être regroupées et précipitées, tandis que la quantité de TRF 
a été mesurée de façon spécifique par hybridation Southern. 
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Pour être en mesure de purifier des TRF génomiques de 1-1,3kb par cette 
méthode il faudrait disposer d'une colonne beaucoup plus grande (au lieu de la 
colonne de 30cm) et d'une quantité de résine plus importante. Dans ces conditions, il 
pourrait être possible de purifier les TRF génomiques de levure par chromatographie 
d'exclusion diffusion. 
Nous avons utilisé des TRF plasmidiques purifiés comme substrats pour 
mesurer le simple-brin télomérique de différentes souches avec la méthode 
d'extension d'amorces modifiée. Les conditions optimisées que nous avons 
déterminées avec des oligonucléotides substrats ont été utilisées et de même qu'un 
quantité identique de TRF plasmidiques purifiés que d'oligonucléotides. Dans cette 
expérience il est difficile d'observer une différence entre l'extension produite à partir 
de simple-brin de souche WT et d'une souche tell~ (Chapitre 1, Résultats, Figure 19). 
Pour les deux souches, on peut détecter une extension qui correspond à un simple-brin 
d'environ 15 nucléotides et ce peu importe l'amorce utilisée. Ces résultats sont 
différents de ceux précédemment obtenus et surprenants étant donné qu'il serait plus 
probable que les mutants tell L1 et mrel 1 L1 aient un simple-brin similaire. En effet, ces 
deux gènes sont dans la même voie génétique (Goudsouzian et al., 2006; Ritchie et 
Petes, 2000; Usui et al., 2001) pour la maintenance des télomères. Maintenant, en 
partie grâce à la technique d'extension d'amorce développée par Catherine Lebel, il 
est connu que les mutants du complexe MRX on un simple-brin télomérique altéré 
(Chai et al., 2006b; Larrivee et al., 2004). Toutefois, on peut imaginer qu'étant donné 
que le simple-brin télomérique peut être formé par l'action de la télomérase ou la 
dégradation du brin C-riche, la protéine Tel 1 p pourrait ne pas être impliquée dans la 
création du simple-brin, contrairement au complexe MRX. Les résultats obtenus avec 
les TRF plasmidiques (Chapitre 1, Résultats, Figure 19) présentent plusieurs 
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problèmes majeurs et les résultats avec les souches WT et tell L1 ne sont pas concluant. 
D'abord, le signal d'extension est simplement diminué suite à un traitement à 
l'Exonucléase 1 plutôt qu'abolie complètement. Ceci signifie que soit l'exonucléase 
ne fonctionne pas complètement ou qu'il y a toujours la présence d'un signal non 
spécifique malgré la nouvelle purification de TRF et l'utilisation de nouvelles 
solutions de réactifs. Le problème majeur de cette expérience est toutefois mis en 
évidence par l'ajout des autres fractions de purification qui ne doivent contenir qu'une 
infime quantité de TRF. En effet, les autres fractions de purification ne contiennent 
qu'au plus 3% des TRF plasmidiques (résultats non montrés) et la proportion de TRF 
génomiques présents dans cette préparation est minime, particulièrement parce que la 
quantité d' ADN total utilisé est la même. Bref, dans les autres fractions il y a une 
moins grande proportion de TRF que dans un extrait d'ADN total (-0.3%). Donc, les 
réactions d'extension pour ces fractions ont été effectuées en absence virtuelle de 
substrat, ce qui montre que l'extension est bel et bien le résultat d'une extension non 
spécifique, présente lorsque les échantillons sont traités avec la TdT. 
Finalement, la technique d'extension d'amorce modifiée permettant de mesurer 
le simple-brin de S. cerevisiae est une technique difficile qui malgré l'optimisation des 
conditions est toujours difficile à réaliser. Nous avons décortiqué et optimisé les 
étapes d'appariement et d'extension d'amorce, de polyadénylation et de purification 
des TRF, avec comme objectif de rendre la technique plus fiable et plus robuste. 
Somme toute, il resterait du travail à effectuer pour rendre cette technique plus utile, 
mais dans l'état actuel il est possible de l'utiliser pour analyser le phénotype du 
simple-brin sur un mutant particulier. L'utilisation à grande échelle de cette technique 
se révélerait difficile et la majorité des problèmes rencontrés semble inhérent à la 
technique et il serait difficile de les améliorer de façon significative. 
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Étude des modifications d'expression génique suite à la perte du gène 
essentiel CDCJ 3. 
Lors de l'élaboration de cette expérience, nous avions différents objectifs, dont 
celui d'identifier des gènes dont l'expression est modifiée sans Cdc13p et de trouver 
des gènes importants pour cette adaptation. Évidemment, nous nous attendions à 
retrouver certains groupes de gènes bien caractérisés. D'abord, pour vivre en absence 
du principal facteur dans la protection des télomères, la cellule doit être en mesure de 
contrecarrer quelques pro.blèmes majeurs. Il est bien caractérisé qu'en absence d'une 
protéine Cdc13p fonctionnelle, comme dans le cas de l'allèle cdcl3-1, il y a une 
accumulation du simple-brin aux télomères qui est reconnu par la machinerie des 
points de contrôles comme un dommage à l' ADN (Garvik et al., 1995; Nugent et al., 
1996). Suite à la détection de cette dégradation d'un brin des télomères, il y a 
activation du point de contrôle en réponse aux dommages à l' ADN et arrêt du cycle 
cellulaire en phase G2/M (Garvik et al., 1995; Jia et al., 2004). Donc théoriquement, il 
y aurait plusieurs voies qu'une cellule pourrait utiliser pour être capable de vivre en 
absence de Cdc13p. Elle pourrait trouver une façon de diminuer ou d'éliminer les 
dommages causés aux télomères soit en utilisant une méthode alternative pour 
protéger ses télomères, soit en diminuant l'action des protéines qui dégradent les 
télomères. Dans ce cas, on pourrait s'attendre à une diminution de l'expression des 
nucléases impliquées dans la dégradation des télomères (Bertuch et Lundblad, 2004; 
Tsolou et Lydall, 2007). Alternativement, la cellule pourrait utiliser des moyens pour 
vivre en présence de dommage, probablement en utilisant la recombinaison pour 
maintenir ses télomères (comme le font déjà les cellules survivantes sans télomérase) 
(Le et al., 1999; Teng et Zakian, 1999) et en inactivant la réponse des points de 
contrôle de dommage à l' ADN pour reprendre le cycle cellulaire (Lottersberger et al., 
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2003; Paulovich et al., 1997; Weinert, 1998). Dans ce cas, on pourrait s'attendre à 
voir une modification de l'expression des gènes impliqués dans la recombinaison, dans 
l'activation des points de contrôles et l'arrêt du cycle cellulaire, ainsi que dans les 
gènes qui sont normalement induits en présence de dommages à 1 'ADN (Chang et al., 
2002; Gasch et al., 2001; Jelinsky et Samson, 1999). De plus, comme il a été décrit 
dans l'introduction, l'adaptation à la perte de Cdc13p pourrait très bien s'apparenter au 
phénomène d'adaptation à une cassure double-brin irréparable de !'ADN (Sandell et 
Zakian, 1993). Si c'était le cas, on pourrait voir des modifications de l'expression des 
gènes impliqués dans ce type d'adaptation. Évidement, dans ce projet nous tenons 
seulement compte de la possibilité que ces processus soient régulés par les niveaux 
d'expressions, sans preuve que les évènements qui permettent à une cellule de 
s'adapter à la perte de Cdc13p sont causés par une modification d'expression 
quelconque. II pourrait exister une multitude d'autres façons pour la cellule de 
modifier ces processus afin de s'adapter à la perte de Cdc 13p dont les modifications 
post-traductionnelles. 
Les souches utilisées pour l'expérience d'hybridation d'une puce d'expression 
ont été décrites dans les sections Matériel et méthodes et Résultats. Nous avons choisi 
d'utiliser une souche Lll3-I complémentée avec TLCJ et avec CDCJ3. Dans les 
expériences de micropuce, peu importe les conditions utilisées, il y a généralement une 
multitude de gènes dont l'expression est grandement modifiée. II faut alors faire le tri 
entre les gènes qui sont réellement importants et les gènes dont l'expression est 
modifiée de façon indirecte. Normalement, la grande quantité de gènes dont 
l'expression est modifiée dans une expérience de micropuce d'expression rend 
l'analyse et l'interprétation des résultats ardus. C'est pour ces raisons que nous avons 
limité au maximum les différences entre les souches à étudier. Donc nous avons 
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utilisé une souche adaptée ~13-1 (3 clones différents) dans laquelle nous avons 
introduit TLCI et CDCI 3 ou un plasmide vide (Chapitre 2, Résultats, Figure 22). De 
cette façon, nous comparons la même souche avec ou sans Cdc13p. C'est pour cette 
raison que TLCJ a été réintroduit, pour éviter que les modifications d'expression 
détectées soient le résultat du mode de maintien des télomères, plutôt que de l'absence 
de Cdcl3p. En effet, une étude a identifié 650 ORFs dont l'expression était modifiée 
lors de la délétion de la télomérase et l'apparition des survivants (Nautiyal et al., 
2002). Nous voulions éviter de comparer directement des souches survivantes de type 
1 (tlciL:lcdcl3t1 + pcdcl3-l) avec des souches ~13-1 (tlclt1cdc13t1) pour limiter le 
bruit de fond généré par le mode survivant et ces 650 gènes. De plus, la présence de la 
télomérase active dans les cellules ~13 n'affecte pas leur phénotype télomérique ou 
leur sensibilité aux agents qui endommage ]'ADN (Larrivee et Wellinger, 2006). 
L'addition de la télomérase dans les survivants permet de rétablir des télomères de 
type sauvage au fil des générations tandis que dans les ~13, elle n'a aucun effet tant 
que la protéine Cdc l 3p est absente. Donc, la seule différence entre les souches que 
nous avons comparées est la présence ou non de CDCJ3, alors les souches ~13 
doivent effectuer des modifications pour vivre sans Cdc13p. Nous avons donc choisi 
ces souches pour limiter au maximum les modifications qui ne sont pas dues à 
l'absence de CDCI 3. Finalement, nous avons choisi d'utiliser des souches construites 
à partir de survivantes de type 1 parce que le phénotype de sensibilité aux agents 
endommageant l'ADN est plus marqué. 
Les résultats de l'hybridation de la puce à ADN pour l'analyse de l'expression 
globale dans les souches avec et sans Cdc13p nous ont grandement surpris. 
Contrairement à ce qui est généralement observé dans des expériences similaires, il y a 
très peu de gènes dont l'expression est modifiée. Globalement, il n'y a pratiquement 
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aucun effet de l'absence du gène CDC13 sur les mveaux d'expressions dans le 
contexte où l'étude a été effectuée. De plus, parmi les quelques gènes dont 
l'expression est modifiée, cette modification est minime et rares sont les gènes dont 
l'expression est changée de plus de 2 fois dans les cellules sans Cdc13p. Étrangement, 
pratiquement aucun gène dont l'expression est modifiée de façon significative dans les 
~13-I T (Chapitre 2, Résultats, Figure 22) n'est impliqué de façon directe ou indirecte 
dans les mécanismes de recombinaison, des points de contrôle, de réponse aux 
dommages à l'ADN, de l'adaptation à une cassure double-brin ou codant pour une 
protéine ayant une activité nucléase. Cette absence d'effet de la délétion de CDCJ3 
sur les niveaux d'expression peut s'expliquer par le fait que les processus cellulaires 
qui permettent aux cellules de survivre en absence de la principale protéine du 
capuchon télomérique sont contrôlés par d'autres mécanismes que la régulation de 
l'expression. Ce résultat peut également être expliqué par les souches utilisées dans 
l'expérience : nous avons utilisé des conditions afin de limiter les modifications 
d'expression non spécifique, mais de la même façon, des renseignements importants 
ont pu être perdus. En effet, en utilisant la même souche de base qui avait été adaptée 
à la perte de Cdcl3p nous comparons entre elles deux souches qui se sont adaptées et 
que nous avons ensuite complémentées avec CDCJ 3. Bien que cette complémentation 
restaure un phénotype normal, autant au niveau des télomères que de la sensibilité aux 
dommages à l'ADN, les modifications nécessaires à l'adaptation à la perte de Cdc13p 
sont peut-être toujours présentes dans la souche qui a été complémentée avec 
pCDC13. Donc, il est possible que les deux souches comparées contiennent les 
mêmes modifications qui sont nécessaires à l'apparition de souches ~13 et il serait 
donc impossible de les détecter en comparant ces deux souches. 
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Néanmoins, nous avons identifié quelques gènes intéressants (Chapitre 2, 
Résultats, Tableau 4) qui pourraient avoir un lien avec le phénomène qui nous 
intéresse. Ces résultats d'expression ont été confirmés par une autre technique, 
l'hybridation de type Northern. Plusieurs gènes étant très faiblement exprimés dans 
les deux conditions, il a été difficile de confirmer plusieurs résultats. 
Nous avons pu confirmer que les gènes DNL4 et MMS2 étaient très faiblement 
surexprimés dans les cellules Lil3, autant que dans les souches utilisées pour la puce à 
ADN que les souches parentales. Par contre, pour le gène PTP2 il a été impossible 
d'observer une différence constante entre les Lil3 et les souches avec Cdcl3p. Pour le 
gène HUGJ nous avons détecté par Northern une bonne différence d'expression (plus 
de 2x) entre les souches Li13-I T Lil3-I TC, c'est-à-dire les souches utilisées pour 
l'hybridation de la puce à ADN. Par contre, lorsque les souches Lil3 sont comparées 
aux souches survivantes de type II, il n'y a pas de surexpression de HUG 1 dans les 
Li13. Cette différence est surprenante et elle pourrait être due à la présence d'une 
télomérase active ou de la croissance en milieu riche, parce que les souches 
survivantes type II et Li 13 ont été poussées dans un milieu riche (YEPD) alors que 
celles contenant les plasmides ont été poussées sur milieu synthétique. Nous avons 
également mesuré l'induction de l'expression de HUGJ en réponse aux dommages à 
I' ADN. L'augmentation que nous avons observée est inférieure à celle observée dans 
la littérature, qui était une augmentation de 20 à 75 fois par rapport au type sauvage 
(Basrai et al., 1999). Toutefois, le traitement réservé aux cellules pourrait avoir généré 
moins de dommages à !'ADN et ainsi limité l'activation de l'expression de HUGJ. 
Néanmoins, les résultats de la puce à ADN relativement à l'expression de HUGJ ont 
été confirmés. Suite à ces expériences, nous devions déterminer si les différences 
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d'expression de ces gènes avaient un impact sur la capacité de s'adapter à la perte de 
Cdcl3. 
Il était surprenant de voir le gène DNL4 être identifié suite à notre analyse des 
résultats de l'hybridation de la puce ADN. Ce gène est essentiel pour le mécanisme de 
formation d'une jonction de bouts non-homologue (Non-homologous end-joining; 
NHEJ) (Wilson et al., 1997) et ce NHEJ créerait des fusions télomère-télomère qui 
sont des structures dommageables pour la cellule (Chan et Blackburn, 2003). Donc, 
dans le contexte ou les télomères sont déprotégés suite à l'inactivation de Cdcl3p et 
que cette déprotection les rend plus accessibles à des événements de fusions 
télomériques, on pourrait s'attendre à une inactivation du NHEJ. Or, l'expression de 
DNL4 semble augmenter dans les Li 13, ce qui est contraire à ce qui est attendu. 
Ensuite, il est connu que le gène MMS2 est impliqué dans la réparation post-
réplication (Broomfield et al., 1998) et qu'il est induit en présence de dommages à 
l' ADN (Gasch et al., 2001; Ulrich, 2001 ). Ce gène était intéressant parce que la 
réparation post-réplication pourrait être importante pour réparer les dommages qui 
pourraient être créés suite à la réplication des télomères des cellules i'.ll3 ou à gérer les 
cercles extra chromosomiques (Larrivee et Wellinger, 2006). C'est pour ces raisons 
hypothétiques, que nous avons décidé de pousser l'investigation sur le rôle de 
l'expression de MMS2 sur l'adaptation des i'.ll3. 
Donc, il était intéressant de vérifier l'effet d'une modification d'expression de 
ces gènes à la survie en absence de Cdcl3p. Les gènes DNL4 et MMS2 ont été clonés 
avec leurs promoteurs sur un plasmide contenant une origine de réplication 2µ. L'idée 
était d'obtenir le gène en plusieurs copies dans les cellules tout en conservant le mode 
de régulation de l'expression endogène. Toutefois, il nous a été impossible de détecter 
une surexpression pour le gène DNL4 cloné sur plasmide 2µ. Nous avons quand 
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même vérifié si la présence de plusieurs copies par cellules de ce gène allait avoir un 
impact sur l'adaptation. On peut imaginer que si la cellule doit surexprimer ces gènes 
pour s'adapter à une perte de Cdc13p, la présence de plusieurs copies de ces gènes 
facilitera leur surexpression. Évidemment, la fréquence d'adaptation et le taux 
d'adaptation ont été mesurés dans ce contexte pour vérifier cette hypothèse. Les 
expériences de détermination de la fréquence d'apparition de cellules capables de 
survivre en absence de Cdc 13p ainsi que d'analyse de fluctuation nous ont permis de 
constater que ni la présence de DLN4 en multiples copies, ni la surexpression de 
MMS2 n'ont un impact majeur sur l'adaptation à une absence de Cdc13p. On pourrait 
toutefois conclure à un effet du niveau d'expression de MMS2, étant donné que 
lorsqu'il est surexprimé ou en son absence, les cellules s'adaptent plus facilement qu'à 
des niveaux d'expression WT. Pourtant, aucun de ces résultats n'est frappant et 
l'interprétation de ce type de résultat est difficile. 
Le gène PTC2 a été inclus dans nos analyses de surexpression dans le but de 
confirmer que certains facteurs importants pour l'adaptation à une cassure double-brin 
sont également importants pour l'adaptation à la déprotection des télomères. Victor 
Karpov dans le laboratoire avait déjà confirmé que les survivants sans PTC2 avaient 
beaucoup plus de difficultés à s'adapter à la perte de Cdc13p (le taux d'adaptation est 
diminué de plus de 3000x sans PTC2, Victor Karpov, données non publiées). Étant 
donné que le niveau d'expression de PTC2 peut permettre à certaines souches de 
s'adapter à une cassure double-brin (voir introduction (Leroy et al., 2003)), ce gène a 
été inclus afin de voir si une augmentation de son expression pourrait nous permettre 
de voir une différence dans le taux d'adaptation. Nous avons réussi à observer une 
surexpression de plus de 2x avec un plasmide 2µ pour le gène PTC2. Étonnamment, il 
n'y avait pas d'augmentation du taux d'adaptation lors de la surexpression de PTC2, 
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même si nous savons que ce gène est impliqué dans la survie des cellules sans Cdc 13p. 
Peut-être que le niveau d'expression atteint n'était pas suffisant ou que contrairement 
aux souches yku80 et cdc5-ad, une surexpression de PTC2 n'a pas d'impact sur la 
génération de souches indépendante de la télomérase et du capuchon télomérique 
(Leroy et al., 2003). 
Le gène HUG 1 était sans doute le plus intéressant parce que basé sur des 
expériences génétiques, il a été suggéré qu'il serait impliqué dans le relâchement des 
points de contrôle (Basrai et al., 1999). Ce phénomène serait essentiel à l'adaptation 
des cellules à la déprotection permanente de leurs télomères, de la même façon qu'il 
est important pour l'adaptation à une cassure double-brin. Par contre, suite aux 
expériences de détermination de la fréquence d'adaptation et du taux d'adaptation à la 
perte de Cdc13p, la présence du gène HUGJ en plusieurs copies n'a pas d'effet sur la 
capacité des cellules survivantes type II à s'adapter à la perde du gène CDCJ 3. 
Malgré, ces résultats, le gène HUGJ pourrait toujours être impliqué dans la 
génération de cellules indépendantes de Cdcl3p. Pour confirmer ce lien, il faudrait 
induire une surexpression de ce gène, notamment via un promoteur fort inductible et 
mesurer l'effet par analyse de fluctuation. Une autre façon de mesurer l'implication 
de HUGJ serait évidemment d'utiliser une souche hugl iJ et de vérifier si cette souche 
peut perdre Cdcl3 et si oui, si ce taux est diminué. Nous avons tenté d'effectuer ces 
deux expériences, mais pour des raisons techniques, nous n'avons pas été en mesure 
d'obtenir des résultats concluants. D'abord, le gène HUGJ a été cloné sous promoteur 
Gal 1 mais un faible taux de viabilité des cellules survivantes de type II +pcdc 13-1 + 
pGal 1p-HUG1 nous empêche d'obtenir des résultats (résultats non montrés). De la 
même façon, il a été impossible d'effectuer la délétion du gène HUGJ malgré 
plusieurs tentatives. Pourtant, selon la littérature, la surexpression de HUG 1 ne cause 
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pas de problèmes de viabilité et le mutant de délétion est viable (Basrai et al., 1999). 
Étant donné que l'expression du gène HUGJ est réprimée en condition normale, 
probablement via le répresseur CRTJ, nous pourrions également vérifier la liaison de 
ce répresseur, et des protéines Tuplp et Cyc8p qu'il recrute, au promoteur de HUGJ 
dans les souches survivantes et dans les souches ~13. De cette façon, nous pourrions 
confirmer le changement d'expression de HUGJ dans les cellules ~13. 
Finalement, afin d'obtenir des résultats plus significatifs, ou de confirmer que 
l'adaptation des cellules à une absence de Cdc13p ne passe pas par une modification 
de l'expression de gène, mais plutôt par un autre processus de contrôle, nous devons 
recommencer l'expérience d'hybridation des ARNm sur micropuce. D'autres souches 
doivent être utilisées, des souches qui n'ont jamais été adaptées et comparer des 
survivants indépendants de la télomérase avec des cellules ~ 13 indépendants de la 
télomérase et de la protéine Cdc13p. Peut-être que de cette façon, nous allons pouvoir 
recueillir des données plus pertinentes. 
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